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Resumen 
 
El objetivo del presente trabajo de investigación fue obtener y caracterizar películas de 
quitosano, evaluando el efecto combinado con la inclusión de aceites esenciales de 
romero y tomillo sobre las propiedades de las películas durante el almacenamiento bajo 
condiciones controladas. Las películas obtenidas fueron almacenadas a temperaturas de 
5, 20, 33°C y humedades relativas de 60, 75, 93% durante cuatro semanas. La adición 
de aceites esenciales y las condiciones de almacenamiento modificaron algunas 
propiedades físicas como color y propiedades mecánicas, sin afectar su espesor ni su 
capacidad antimicrobiana. A pesar que la inclusión de agentes antimicrobianos mejoró la 
capacidad de las disoluciones para inhibir el crecimiento de las cepas evaluadas, se 
considera que ninguna película después del secado con o sin inclusión evidenció esta 
capacidad. Por otra parte, los parámetros de color tales como L*, a*, b* y ΔE fueron 
modificados debido a la adición de aceites esenciales, a las diferentes condiciones de 
almacenamiento, al patrón de fondo utilizado y para las mediciones de color por RSIN y 
por RSEX. Durante el almacenamiento, factores como la inclusión de la mezcla de 
aceites esenciales y los aumentos del tiempo, de la temperatura y de la humedad 
disminuyeron los valores de L* y b*, en la mayoría de los casos. Finalmente, los 
incrementos en la diferencia de color (ΔE) fueron atribuidos a la diminución del parámetro 
L* y al incremento del parámetro b*. 
 
Palabras clave: quitosano, polímeros, películas modificadas, aditivos alimentarios. 
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Abstract 
 
The aim of this research was evaluate the effect of the thyme and rosemary essential oils 
inclusion and storage on the properties of the chitosan films. The films obtained were 
stored at temperatures of 5, 20, 33°C and relative humidities of 60, 75, 93% during four 
weeks. The addition of essential oils and some conditions of storage modified some 
physical properties as color and mechanical properties, without affect the thickness and 
the antimicrobiogical capacity. On the other hand, the incorporating of antimicrobial 
agents into chitosan solutions improves antimicrobial efficacy. Therefore, it is possible to 
consider that all chitosan films after the dry did not exhibit inhibition against studied 
strains. Additionally, the color parameters such as L*, a*, b* y ΔE were modified due to 
the addition of essential oils, the storage conditions and the standard backdrops for the 
RSIN and RSEX color measurements. During storage, some factors such as the mix of 
essential oils inclusion and the temperature, time and humidity increasing caused in the 
majority of cases, the decreasing of the L* and b* values. Finally, the ΔE increasing was 
caused for the L* decreasing values and the b* increasing values. 
 
Keywords: chitosan, polymers, modified films, food additives. 
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Introducción 
 
El quitosano (poli-(1,4)-2-amino-2-deoxi-P-D-glucosa) se obtiene a partir de un proceso 
de desacetilación de la quitina (poli-(1,4)-2-acetamida-2-deoxi-P-D-glucosa) por métodos 
enzimáticos o químicos. La reacción se produce cuando el ion hidróxido del alcali, 
mediante un mecanismo de sustitución nucleofílica, hidroliza  los grupos acetamida de la 
quitina. La quitina es uno de los polímero más abundante que se extrae de crustáceos, 
insectos, hongos y microorganismos (1, 2). El quitosano se utiliza para formar películas 
que se emplean en la industria biomédica, farmacológica, oftalmológica, cosmética y 
alimenticia (2, 3).  
 
Las últimas investigaciones han enfocado sus esfuerzos en fabricar películas amigables 
con el medio ambiente, a bajo costo y con mejores propiedades antimicrobianas (4-7) y 
de transporte (8, 9), mejor  capacidad para inmovilizar enzimas (10) y para 
microencapsular sustancias como extractos naturales, carbohidratos, antibióticos, entre 
otras sustancias farmacológicas (11). Para alcanzar estos objetivos se han desarrollado 
investigaciones donde diferentes compuestos químicos han sido incluidos en matrices 
poliméricas para mejorar las propiedades físicas, químicas y antimicrobianas de las 
películas de quitosano (4-7, 10, 11).  
 
El objetivo del presente estudio fue obtener y caracterizar películas de quitosano 
evaluando el efecto combinado con la inclusión de aceites esenciales de romero y tomillo 
sobre las propiedades de las películas durante el almacenamiento bajo condiciones 
controladas. Adicionalmente, se evaluó el efecto del almacenamiento bajo condiciones 
controladas de humedad y temperatura sobre las propiedades de las películas de 
quitosano sin y en combinación con aceites esenciales de romero y tomillo. 
 
La metodología del estudio consistió inicialmente en una búsqueda exhaustiva de 
estudios desarrollados en esta área, empleando la herramienta bibliográfica como ISI 
Web of KnowledgeSM así como bases de datos, tales como Scielo, Science Direct, 
Springer Journal, Wiley Online Library, Scopus, entre otras. La investigación se limitó a 
identificar los artículos científicos que contenían palabras claves en el campo del 
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resumen. La herramienta bibliográfica usada para administrar las referencias fue 
EndNote X7.  
 
La fase experimental inició con la preparación de las disoluciones de quitosano que 
contenían 1% de ácido láctico, 1, 1,5 y 2% de quitosano Kitoflokk™, así como 16% de 
glicerol, 4% polisorbato 80, y 0%, 1% y 2% aceites esenciales de romero (REO) y tomillo 
(TEO) y sus combinaciones TEO:REO (50:50) en base con la cantidad de quitosano 
adicionada. Las disoluciones fueron desgasificadas y secadas en cajas de petri de 
plástico en un horno a temperatura de 30ºC durante 65 horas. El almacenamiento se 
efectúo a temperaturas de 5, 20 y 33 ºC y a humedades relativas de 60%, 75% y 93% 
durante cuatro semanas. Estos parámetros fueron determinados basados en estudios 
publicados por otros autores.  
 
Posteriormente, se determinaron propiedades físicas como espesor, humedad, 
solubilidad en agua, capacidad de retención de agua, resistencia y deformación por 
punción y tensión, color y calorimetría de barrido diferencial (DSC). Adicionalmente, para 
la inhibición del crecimiento microbiano, se emplearon discos de las películas de 
quitosano desarrollando la prueba de difusión en agar Mueller-Hinton por triplicado para 
las cepas de E. coli, S. enteritidis, S. aerus, L. monocytogenes y B. cereus. Los datos 
fueron analizados usando el paquete estadístico Statgraphics® Centurion XV, empleando 
un ANOVA multifactorial con un nivel de significancia menor o igual a 5%.  
 
Los alcances de investigaciones similares han demostrado que las propiedades barrera 
al vapor de agua y al oxígeno de las películas de quitosano, son mejoradas por la adición 
de aceites de limón y bergamota, así como la elongación también es modificada con la 
inclusión de aceites de té, canela, tomillo y bergamota (19, 20, 21, 22). Por otra parte, la 
inclusión de aceites esenciales en las películas comestibles de quitosano reducen las 
reacciones de oxidación e inhiben el crecimiento de microorganismos como Listeria 
monocytogenes, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Shigellady senteria, Bacillus 
cereus y Staphylococcus aureus, debido a la acción de compuestos fenólicos como α-
pineno, bornilo acetato, alcanfor, 1,8-cineol, timol, carvacrol, tepineno, cimeno, 
diterpenos, carnosol y ácido ursólico, los cuales en contacto con el microorganismo, 
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incrementan la permeabilidad de su membrana citoplasmática e inhiben su metabolismo 
(23). 
 
Adicionalmente, se ha evidenciado que estas películas sufren cambios durante su 
almacenamiento que modifican su estructura y composición. Estos cambios de deben 
principalmente a factores como la tiempo, temperatura y humedad.  
 
Las principales propiedades de las películas que se afectan son las propiedades 
mecánicas, físicas y microbiológicas. Recientes investigaciones han determinado que 
durante un tiempo de almacenamiento de 60 días a 37ºC, la eficiencia de inhibición del 
crecimiento microbiano disminuye, esto se presenta debido a la reducción de los grupos 
carboxilados con acción antimicrobiana presentes en el quitosano (24). Por otra parte, las 
propiedades físicas y mecánicas también se afectan debido a los cambios estructurales. 
Estudios anteriores han demostrado que la resistencia a la elongación y la permeabilidad 
al vapor de agua disminuyen y se incrementa el porcentaje de elongación con el 
incremento del tiempo de almacenamiento hasta 9 semanas, mientras las propiedades 
de permeabilidad al oxígeno y etileno permanecen constantes (25).  
 
Por otra parte, existen estudios que se oponen a los anteriores resultados determinando 
que la resistencia y la permeabilidad al vapor de agua aumentan con el tiempo (26). Sin 
embargo, estos resultados pueden ser afectados por factores intrínsecos como tipo de 
plastificante y condiciones de secado (27, 28, 29). 
 
Aunque se hayan desarrollado estudios sobre los cambios en las propiedades de las 
películas durante el almacenamiento bajo condiciones controladas, aún no se han 
desarrollado suficientes estudios que investiguen los cambios en las propiedades de las 
películas con la inclusión de aceites esenciales y como esta modificación influye sobre 
los cambios que sufren las películas sometidas a condiciones de almacenamiento 
controladas. Considerando que las películas y recubrimientos están en contacto con el 
alimento y sufren alteraciones microbiológicas, fisicoquímicas y estructurales 
considerables que afectan las propiedades de barrera, surge la necesidad de evaluar el 
efecto del almacenamiento bajo condiciones de temperatura y humedad controladas 
sobre las propiedades de las películas de quitosano y con inclusión de aceites esenciales 
de romero y tomillo. 
22 Evaluación del comportamiento de películas comestibles de quitosano almacenadas 
bajo condiciones controladas 
 
 
Por esta razón, este estudio de investigación brinda avances en el campo de ciencia de 
materiales alimentarios al involucrar el efecto de la inclusión de aceites esenciales de 
romero y tomillo, así como el efecto del almacenamiento a diferentes condiciones de 
temperatura y humedad  sobre las propiedades físicas, mecánicas y microbiológicas de 
las películas de quitosano con la propuesta futura de ser aplicado como recubrimiento 
comestible en alimentos perecederos. 
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1.1 Resumen 
 
Antecedentes: El quitosano es un polisacárido biodegradable producido a partir de la 
quitina que se extrae de residuos provenientes de la industria pesquera. Actualmente, los 
esfuerzos de las investigaciones apuntan hacia la obtención y modificación de películas 
de quitosano  empleadas en una amplia cantidad de aplicaciones industriales con el 
objetivo de brindar soluciones tecnológicas para los actuales requerimientos. Entre las 
modificaciones se puede resaltar la inclusión de diferentes compuestos químicos con el 
objetivo de modificar las propiedades antimicrobianas, físicas y químicas de las películas 
de quitosano. Entre los compuestos químicos incluidos se encuentran diferentes 
solventes, plastificantes, emulsificantes y antioxidantes y otras sustancias como 
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carbohidratos, proteínas, lípidos, polímeros, minerales y antibióticos. Objetivos: El 
objetivo del presente artículo de revisión fue sistematizar los nuevos avances en el 
campo de inclusión de sustancias químicas en las matrices poliméricas de quitosano. 
Métodos: La revisión comprendió las investigaciones desarrolladas en los últimos 10 
años. Inicialmente, se identificaron y se seleccionaron los estudios más representativos 
relacionados con el campo de ciencia y tecnología de alimentos, específicamente sobre 
el efecto de la inclusión de sustancias químicas en películas de quitosano. 
Posteriormente, se compiló la información y se presentó de forma organizada y resumida 
para brindar al lector un escrito claro y conciso sobre las investigaciones desarrolladas y 
los resultados obtenidos en estos estudios. Resultados: Se presenta una descripción 
general sobre los aspectos fundamentales involucrados en la inclusión de los 
compuestos químicos y las interacciones que ocurren entre la matriz polimérica de 
quitosano y las sustancias químicas  incluidas, de acuerdo a su función y a su 
composición. Conclusiones: Las últimas investigaciones han demostrado que la 
inclusión de compuestos químicos modifican las propiedades físicas, químicas y 
antimicrobianas de las películas de quitosano debido a las interacciones moleculares 
entre estos compuestos y la matriz polimérica, así como otros factores involucrados. Por 
esta razón, los desafíos actuales se basan en proponer métodos innovadores para la 
inclusión de compuestos químicos que mejoren las propiedades de las películas de 
quitosano. 
 
Palabras clave: quitosano, polímeros, películas modificadas, aditivos alimentarios. 
 
1.2 Abstract 
 
Rationale: Chitosan is a biodegradable polysaccharide is produced from chitin that is 
extracted from the fishing industrial waste. Nowadays, research efforts are focused on the 
production of chitosan films used in a large quantity for industrial applications in order to 
provide technological solutions to the current industrial requirements. Different chemical 
compounds can be included in polymer matrices in order to modify the antimicrobial, 
physical and chemical properties of chitosan films. The most common chemical 
compounds included are solvents, plasticizers, antioxidants and emulsifiers, as well as 
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other substances such as carbohydrates, proteins, lipids, polymers, minerals and 
antibiotics. Aims: The purpose of this work is to present the new developments for the 
inclusion of chemical compounds into chitosan polymeric matrices. Methods: This review 
discusses the scientific work on chitosan published in the last 10 years. Initially, the most 
representative studies related to include chemical compounds in chitosan polymeric 
matrices were identified and selected. Subsequently, this information was compiled and 
presented in an organized and summarized writing to provide a clear and concise written 
research to readers where the results obtained in these studies can be expressed clearly. 
Results: A general approach of the main aspects for the study is obtained. This research 
presents an overview of the aspects involved in the inclusion of chemical compounds and 
the interactions between the polymer matrix of chitosan and the chemicals included, 
according to their function and composition. Conclusions: The inclusion of chemicals 
modifies the physical, chemical and antimicrobial properties of the chitosan films due to 
the molecular interactions between these compounds and the polymer matrix, the 
structural changes and the modification of the physical, chemical and antimicrobial 
properties of the films, as well as other factors involved. For this reason, the current 
challenges are based on innovative methods to propose the inclusion of chemical 
compounds that improve the chitosan films properties. 
Keywords: chitosan, polymers, modified films, food additives. 
 
 
1.3 Introducción 
 
El quitosano (poli-(1,4)-2-amino-2-deoxi-P-D-glucosa) se obtiene a partir de un proceso 
de desacetilación de la quitina (poli-(1,4)-2-acetamida-2-deoxi-P-D-glucosa) por métodos 
enzimáticos o químicos. La reacción se produce cuando el ion hidróxido del alcali, 
mediante un mecanismo de sustitución nucleofílica, hidroliza  los grupos acetamida de la 
quitina. La quitina es uno de los polímero más abundantes que se extrae de crustáceos, 
insectos, hongos y microorganismos (1, 2). El quitosano se utiliza para formar películas 
que se emplean en la industria biomédica, farmacológica, oftalmológica, cosmética y 
alimenticia (2, 3).  
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Las últimas investigaciones han enfocado sus esfuerzos en fabricar películas amigables 
con el medio ambiente, a bajo costo y con mejores propiedades antimicrobianas (4-7) y 
de transporte (8, 9), mejor  capacidad para inmovilizar enzimas (10) y para 
microencapsular sustancias como extractos naturales, carbohidratos, enzimas, 
antibióticos, entre otras sustancias farmacológicas (11), así como nuevas aplicaciones en 
el campo de la nanotecnología en ingeniería de tejidos, liberación controlada de fármacos 
y nanosensores (12-18). Para alcanzar estos objetivos se han desarrollado 
investigaciones donde diferentes compuestos químicos han sido incluidos en matrices 
poliméricas para mejorar las propiedades físicas, químicas y antimicrobianas de las 
películas de quitosano (4-7, 10, 11).  
 
El objetivo de este trabajo de revisión fue sistematizar los nuevos avances en el campo 
de inclusión de sustancias químicas en las matrices poliméricas de quitosano y su efecto 
en las propiedades de película.  
 
1.4 Materiales y métodos 
 
Inicialmente, se empleó la herramienta bibliográfica  ISI Web of KnowledgeSM disponible 
como recurso bibliográfico de la Universidad Nacional de Colombia. La búsqueda se 
realizó en inglés y los términos empleados fueron “chitosan film”, “chemical  
modifications” y “food”. La investigación se limitó a identificar los artículos científicos que 
empleaban estos términos en el campo del resumen.  
 
Posteriormente, se utilizaron diferentes bases de datos, así como el servicio de obtención 
de documentos de la Universidad Nacional de Colombia para acceder al texto completo 
de los artículos referenciados. Las principales bases de datos consultadas fueron  Scielo, 
Science Direct, Springer Journal, Wiley Online Library, Scopus, entre otras. 
Adicionalmente, la herramienta bibliográfica empleada para administrar las referencias 
fue EndNote versión X7.0.2.  
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Los criterios de inclusión de los artículos se basaron en la contribución de las 
investigaciones en el campo de la inclusión de sustancias químicas en las matrices 
poliméricas de quitosano. Por otra parte, los criterios de exclusión fueron los artículos 
que se desviaban del objetivo principal del artículo de revisión, de los cuales se pueden 
nombrar las investigaciones sobre encapsulamiento de compuestos químicos, así como 
la evaluación de las propiedades de respuesta de las películas aplicadas a 
nanosensores, inmunología y otros campos fuera del objeto de estudio. 
 
Las referencias bibliográficas fueron organizadas según los temas propuestos en la 
estructura del artículo de revisión “Interacción de otros compuestos en la matriz 
polimérica de quitosano” e “Interacción de compuestos en la matriz polimérica de 
quitosano de acuerdo a su función”, así como sus correspondientes subtemas: solventes 
acuosos, plastificantes, emulsificantes, antioxidantes y antimicrobianos, inclusión de 
carbohidratos, polímeros, lípidos, aceites esenciales y proteínas. 
 
La búsqueda que inició en el mes de Enero 2012, finalizó en el mes de Marzo de 2013. 
Ésta se desarrolló principalmente en el idioma inglés; sin embargo, solo algunos pocos 
artículos científicos se encontraban disponibles en español y portugués.  
 
1.5 Resultados 
 
Se identificaron más de 200 artículos relacionados con el criterio de búsqueda. Sin 
embargo, se seleccionaron solo 116 artículos, los cuales fueron referenciados en la 
presentación de los avances de investigación.  
 
1.5.1 Interacción de compuestos en la matriz polimérica de quitosano de acuerdo 
a su función  
 
Solventes acuosos 
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Estudios recientes han demostrado que factores como tipo de ácido orgánico, 
concentración y pH de las disoluciones afectan las propiedades fisicoquímicas, 
mecánicas, antimicrobianas y de barrera de las películas de quitosano (19).  
 
El quitosano es un biopolímero soluble en medio ácido a pH menor de 6 y los valores de 
pH óptimos se encuentran en el rango entre 4,0 y 5,0 (20). En condiciones ácidas, los 
grupos aminos del quitosano pueden protonizarse causando una repulsión entre las 
macro cadenas de carga positiva y permitiendo la difusión de las moléculas de agua y la 
solvatación de las moléculas de quitosano, mientras que a pH básico, el biopolímero 
tiende a precipitar (21-23).  
 
El tipo de ácido también afecta las propiedades de las películas de quitosano. Este 
fenómeno se le atribuye a las diferencias entre el tamaño y la estructura de cada ácido 
que influye en las interacciones intra e intermoleculares. Como resultado podría 
favorecerse el equilibrio del complejo de electrolitos entre el grupo amino del quitosano y 
el disolvente o en su defecto podría generarse inestabilidad en el complejo de las 
disoluciones formadoras de película y en consecuencia, alterar desfavorablemente las 
propiedades de las películas de quitosano.  Entre los ácidos orgánicos usados como 
solventes se nombra al ácido fórmico, propiónico, láctico, acético, oxálico, succínico, 
málico, adípico, entre otros. Las películas de quitosano con ácido fórmico, presentan la 
mayor permeabilidad al vapor de agua al igual que las películas con ácido acético. Por 
otra parte, las películas con ácido propiónico presentan una menor capacidad para inhibir 
el crecimiento microbiano y las mejores propiedades mecánicas, al igual que las películas 
con ácido acético, mientras que las películas con ácido láctico presentan las mejores 
propiedades antimicrobianas (24). Se ha demostrado que las películas con ácido acético 
y propiónico poseen menor permeabilidad al vapor de agua, menor solubilidad en agua y 
mayor resistencia a la tensión comparado con las películas con ácido láctico, mientras las 
películas con ácido láctico tienen mayor elasticidad y menor resistencia a la tensión (20). 
Resultados similares fueron obtenidos por Park et al., 2002 (25), esta investigación 
demostró que la resistencia de las películas obtenidas fue mayor para las películas 
obtenidas a partir de ácido acético, seguidas por las películas con ácido málico, láctico y 
cítrico y la permeabilidad al oxígeno fue menor para las películas con ácido málico 
seguidas por las películas con ácido acético, láctico y cítrico. Las investigaciones 
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aplicadas al campo de alimentos han prestado especial atención al ácido láctico en 
solución como solvente, ya que las películas de quitosano presentan mayor 
homogeneidad (20, 26), así como mejores características sensoriales puesto que el ácido 
láctico le imparte un sabor menos ácido (27). Las disoluciones de ácido láctico producen 
los más bajos valores de permeabilidad al oxígeno comparado con los valores obtenidos 
usando ácidos fórmico y acético.  
 
Plastificantes 
 
Los plastificantes son aditivos usados para incrementar la flexibilidad o plasticidad de los 
polímeros, tales como agua, oligosacáridos, polioles y lípidos, entre otros. Los 
plastificantes afectan las propiedades mecánicas y de permeabilidad, dando como 
resultado películas más flexibles, elásticas, permeables, húmedas (28, 29) y 
homogéneas (26). Los mecanismos de acción de los plastificantes pueden ser explicados 
por diferentes teorías, entre las cuales se resaltan la acción de lubricación para reducir 
las fuerzas de fricción entre las cadenas de polímeros, la teoría del gel que postula que 
los plastificantes afectan la rigidez de la estructura tridimensional del polímero 
interactuando con las moléculas (fuerzas de Van der Waals y  puentes de hidrógeno), el 
fenómeno del incremento del volumen libre del polímero y cómo el plastificante decrece 
la temperatura de transición vítrea (Tg) (30). 
 
Algunos estudios han determinado que el glicerol posee un efecto más intenso (31) y 
permanente (30), y que a diferencia de otros plastificantes, estos interactúan con las 
moléculas del polímero en las posiciones internas de la matriz (32). Se estableció que la 
concentración óptima de éste es 25% (p/p) en relación con la concentración de 
quitosano. Sin embargo, se ha determinado que su uso como plastificante en una 
cantidad de 20% (p/p) es suficiente para obtener una película con buena flexibilidad, aun 
cuando el tiempo de secado requerido aumenta con el aumento de la concentración de 
éste plastificante (33). Adicionalmente, se identificó un efecto sinérgico entre el glicerol y 
sustancias surfactantes como el polisorbato 80, ya que las películas obtenidas se 
comportan como películas con una gran cantidad de plastificante mostrando una baja 
resistencia a la tensión, mayor elasticidad y mayor permeabilidad al vapor de agua (28). 
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Emulsificantes 
 
Los emulsificantes son sustancias surfactantes que al ser incorporadas durante la 
elaboración de las películas de quitosano reducen la tensión superficial de las soluciones 
mejorando la humectabilidad y la adhesión de las películas y disminuyendo los valores de 
permeabilidad al vapor de agua por sus características hidrófobas (28). La adición de 
sustancias como glicerol, ácido oléico, ácido linoléico, polisorbato 20 y polisorbato 80 
modifican la morfología y la rugosidad de las películas de quitosano y da como resultado 
películas más homogéneas y menos rugosas (26). Se ha estudiado la adición de otros 
compuestos, tales como monolaurato, monooleato y trioleato de sorbitán, los cuales 
afectan la longitud, el grado de saturación y estructura química de las cadenas 
hidrocarbonadas de estos ésteres de sorbitán generando un impacto significativo en las 
matrices poliméricas formadas (34). En películas compuestas de almidón de maíz y 
quitosano, la adición de alquil poliglucósido cambia las propiedades mecánicas de la 
película, disminuyendo la resistencia a la tensión y del porcentaje de elongación (35). 
 
Antioxidantes y antimicrobianos 
 
El creciente interés por la adición de extractos naturales ha incrementado el número de 
publicaciones sobre la inclusión de extractos y aceites esenciales de plantas aromáticas 
en películas comestibles de quitosano. Se ha demostrado que la inclusión de extractos 
funcionales de comino y clavo mejora la capacidad inhibitoria de bacterias como 
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y 
Listeria monocytogenes (36). Adicionalmente, el uso de oleorresinas de romero, orégano, 
oliva, ají, ajo, cebolla y mora mejoran la capacidad de inhibición del crecimiento de L. 
monocytogenes y la capacidad antioxidante de las películas de quitosano (37). Por otra 
parte, se comprobó que el extracto de jengibre azul inhibe el crecimiento de S. aureus 
(38) y el extracto de orégano inhibe el crecimiento de Salmonella enteriditis (39).  
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La inclusión de estos compuestos pueden alterar las propiedades de las películas de 
quitosano. El extracto de té mejora las propiedades mecánicas, de barrera al vapor de 
agua y las propiedades antioxidantes de las películas de quitosano (40). Por otra parte, el 
extracto de vainillina incrementa la fuerza de tensión, pero disminuye la flexibilidad, 
mejora la capacidad de barrera al oxígeno pero no al vapor de agua, reduce la 
cristalización y aumenta la apariencia amarilla de las películas de quitosano (41). 
Finalmente, la inclusión de extracto de menta aumenta la capacidad de protección a los 
rayos UV, la resistencia a la tensión, así como la capacidad para inhibir el crecimiento 
microbiano de  B. cereus y S. aureus, sin alterar significativamente la resistencia a la 
punción y las propiedades de permeabilidad (42). Por otra parte, el alfa tocoferol, 
compuesto precursor de la vitamina E, al ser incluidos en películas de quitosano puede 
modificar los enlaces químicos del polímero y propiciar fenómenos como la reducción de 
la cristalinidad,  el contenido de agua, la resistencia a la tensión y la elongación, y el 
aumento de la opacidad, así como mejora la capacidad antioxidante y la permeabilidad al 
vapor de agua de las películas de quitosano (43). 
 
Algunos estudios han demostrado que las películas de quitosano pueden transportar y 
liberar antibióticos naturales y productos farmacéuticos para mejorar sus propiedades 
antimicrobianas. Las antibióticos naturales aislados de microorganismos como Divergicin 
M35 (44), nisina (45-47), levomicetina (48, 49), daptomicina (50), y antimicóticos como la 
natamicina (51), mejoran la capacidad de inhibición del crecimiento microbiano cuando 
son aplicados en películas comestibles de quitosano contra microorganismos como 
Listeria monocytogenes, Aspergillus niger, Kocuria rhizophila, hongos, entre otros. Por 
otra parte, existen otras sustancias farmacéuticas como clorohexidina, fluconazol, entre 
otras, que de igual manera potencializan la acción antimicrobiana de las películas de 
quitosano (52). 
 
1.5.2 Interacción de otros compuestos en la matriz polimérica de quitosano 
 
Inclusión de carbohidratos 
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La inclusión de carbohidratos como glucosa, celulosa y hemicelulosa en películas de 
quitosano generan cambios en la estructura y consecuentemente cambios en las 
propiedades de las películas. La inclusión de glucosa produce un efecto de un 
pardeamiento no enzimático inducido por calor, o también llamado reacción de Maillard 
(53-55), que aumenta la capacidad antioxidante (55) y mejora las propiedades de 
adhesión de las películas de quitosano (54) y cuando es usado como recubrimiento 
comestible en hongos shiitake puede aumentar la calidad del alimento, manteniendo su 
firmeza, inhibiendo el incremento en la tasa de respiración, así como el crecimiento 
microbiano y por ende aumentando la vida útil del alimento (53). Por otra parte, la 
interacción favorable entre el quitosano y la celulosa, da lugar a películas homogéneas 
sin una aparente separación de los polímeros (56). Sin embargo, resultados 
contradictorios fueron presentados por Wu et al., 2004 (57), el cual sugiere que el 
quitosano y la celulosa son poco miscibles. Adicionalmente, la inclusión de hemicelulosa 
en matrices poliméricas de quitosano aumentan la cristalinidad y la capacidad de 
retención de agua especialmente a pH bajos (58), el primer fenómeno ocurre puesto que 
la hemicelulosa es capaz de interactuar con los enlaces formados por las moléculas de 
quitosano y el segundo fenómeno se presenta porque al aumentar la concentración de 
hemicelulosa se incrementan la cantidad de puentes de hidrógeno lo cual facilita la 
absorción de agua (59).  
 
El almidón ha sido empleado para la producción de empaques biodegradables (60, 61). 
La inclusión de almidón de arroz, de maíz o sus derivados en películas de quitosano 
mejora la capacidad de retención de agua, las propiedades mecánicas y de 
permeabilidad al vapor de agua, debido a la interacción molecular entre los grupos 
hidroxilos del almidón y los grupos aminos del quitosano (60, 62-64). Sin embargo, 
resultados diferentes fueron presentados por  Pelissari et al., 2012 (65) y por Xu et al., 
2005 (64), quienes concluyeron que la inclusión de almidón de yuca y almidón de maíz, 
respectivamente, aumentaba la permeabilidad al vapor de agua debido al incremento de 
los grupos hidroxilos, los cuales incrementaban la higroscopicidad. Por otra parte, se 
demostró que existe un efecto antimicrobiano antagónico cuando interactúan en la misma 
película quitosano, almidón de yuca y/o sorbato de potasio, ya que se produce un efecto 
inhibitorio debido a las uniones entre de los grupos aminos del quitosano y la membrana 
celular de los microorganismos (66).  
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Actualmente, los esfuerzos  de la comunidad científica están siendo enfocados en 
determinar una concentración favorable de los polímeros para evitar fenómenos como la 
agregación cuando la concentración de almidón supera los límites recomendados. En 
películas formadas con 2% de mezcla de polímeros de quitosano y amilosa nativa de 
maíz, la proporción de polímeros influye sobre las propiedades de las películas cuando la 
proporción de amilosa nativa de maíz respecto al quitosano se acerca a un 50%, las 
películas se tornan suaves, débiles y quebradizas, caso contrario cuando la 
concentración de amilosa nativa de maíz es menor al 20%, los valores de resistencia a la 
tensión aumentan y no se afecta el porcentaje de elongación de las películas (67). 
Resultados similares fueron reportados por Duan et al., 2011 (68), donde se determinó 
que la concentración crítica fue 30% de nanocristales de almidón de maíz en matrices 
poliméricas de carboximetil quitosano. 
 
Inclusión de Polímeros 
 
Nuevas investigaciones han sido desarrolladas para evaluar las interacciones 
moleculares entre el quitosano y diferentes polímeros, así como las propiedades de estos 
empaques compuestos (69-71). El polietileno oxidado (PEO) posee una buena 
compatibilidad con el quitosano debido a los puentes de hidrógeno entre los grupos 
funcionales de sus macromoléculas (72). La adición de PEO redujo la coloración amarilla 
de las películas de quitosano y la permeabilidad al vapor de agua. Sin embargo, el 
proceso resultó desfavorable para las propiedades mecánicas y antimicrobianas (73). 
Adicionalmente, se estableció que la combinación de los estos polímeros resulta ser más 
económico al reducir la cantidad de quitosano empleado (73, 74). Por otra parte, el 
polivinil alcohol (PVA) posee excelentes propiedades fisicoquímicas y de 
biocompatibilidad debido a los puentes de hidrógeno formados entre los grupos hidroxilos 
del PVA y los grupos NH2 del quitosano (75-78), por lo que se ha utilizado para producir 
nuevos empaques poliméricos usando procesos de mezclado (69, 72, 79-83). 
Adicionalmente, a pesar que las interacciones moleculares entre el quitosano y el 
polietilenglicol (PEG) no involucra la formación de enlaces químicos entre las moléculas, 
el uso de agentes ligantes como la genipina, durante la mezcla de quitosano con PEG, 
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mejora la interacción molecular y aumenta la capacidad de retención de agua de las 
películas (84).  
 
 
 
Inclusión de Lípidos 
 
Las ceras de candelilla, carnauba y abejas han sido incluidas en películas de quitosano 
con el objetivo de mejorar las propiedades de barrera a la transmisión de vapor de agua y 
otros gases como el oxígeno debido a que estas ceras son altamente hidrofóbicas (85, 
86). Sin embargo, la adición de ceras en la matriz polimérica puede generar una 
estructura heterogénea con imperfecciones que desfavorece las propiedades mecánicas, 
ópticas y de permeabilidad. Por esta razón, es indispensable determinar el protocolo de 
producción donde parámetros como concentración de las ceras, uso de sustancias 
emulsificantes y técnicas de homogenización de la fase dispersa en el polímero deben 
permitir una efectiva dispersión de las ceras en la solución de quitosano (87).  
 
Las películas de quitosano con la incorporación de ácidos grasos como el ácido esteárico 
u oléico poseen una menor sensibilidad al agua, ya que las propiedades de solubilidad en 
agua, capacidad de humectación y permeabilidad al vapor de agua son reducidas. Este 
fenómeno se presenta por la presencia de uniones covalentes entre los grupos aminos 
del quitosano y los grupos hidroxilos libres del ácido graso que disminuyen la 
disponibilidad del polímero para interactuar con el agua. Sin embargo, este mismo 
fenómeno reduce la capacidad de inhibición del crecimiento microbiano por la reducción 
de la disponibilidad de grupos aminos que interactúan con la membrana citoplasmática 
de los microorganismos y evitan su proliferación. Por otra parte, la incorporación de ácido 
esteárico reduce la resistencia mecánica de las películas porque este lípido remplaza al 
polímero en algunos lugares de la matriz generando una discontinuidad en la estructura 
interna del polímero (88, 89).  
 
Inclusión de aceites esenciales 
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Los aceites esenciales han reemplazado a los antioxidantes sintéticos, que a pesar de 
ser muy estables, económicos y efectivos, en algunas ocasiones pueden llegar a ser 
tóxicos (90). Estos han sido incluidos en matrices poliméricas de quitosano ya que 
poseen efectos antimicrobiano y antioxidante eficaces (91, 92). Cuando los aceites son 
incluidos a bajas concentraciones (100 µl/g), no se alteran significativamente las 
propiedades mecánicas, físicas y sensoriales (46). Sin embargo, a concentraciones más 
altas estas propiedades pueden ser afectadas incluso pueden ser capaces de precipitar 
proteínas (93). 
 
A pesar que las películas de quitosano poseen un efecto inhibitorio del crecimiento de 
bacterias, la inclusión de aceites esenciales mejora las propiedades antimicrobianas de 
las películas para patógenos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella 
typhimurium, Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Bacillus cereus, Aspergillus niger, 
Aspergillus oryzae, Penicillium digitatum, Lactobacillus acidophilus, Pseudomonas 
fluorescens, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, entre otros (36, 46, 92, 
94, 95), incluso durante el almacenamiento (96, 97). Este fenómeno se debe a la acción 
de compuestos fenólicos como α-pineno, acetato de bornilo, alcanfor, 1,8-cineol, timol, 
carvacrol, tepineno, cimeno, diterpenos, carnosol y ácido ursólico, los cuales en contacto 
con el microorganismo degradan e incrementan la permeabilidad de la pared celular, 
inhiben la actividad de ATPasa, liberan el ATP intracelular, generan un daño en las 
proteínas y en la membrana citoplasmática, causan la migración de componentes de la 
célula, la coagulación del citoplasma y disminuyen la fuerza motora de los 
microorganismos (93, 98). 
 
Se ha comprobado que la efectividad de los aceites para inhibir el crecimiento microbiano 
depende de factores como pH del medio, concentración y tipo de aceite, condiciones de 
almacenamiento, así como del microorganismo estudiado. La eficacia de los aceites 
esenciales contra bacterias patógenas aumenta con la reducción del pH de los alimentos, 
produciendo un incremento en la difusión de estos compuestos bioactivos en la 
membrana celular (93). Adicionalmente, una mayor concentración de aceites esenciales 
aumenta la eficacia antimicrobiana, sin embargo no es recomendable porque altera las 
propiedades sensoriales de los alimentos (93). Por otra parte, algunos aceites esenciales 
poseen mejor capacidad antimicrobiana, por ejemplo el aceite esencial de canela que 
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requiere de una menor concentración para inhibir el crecimiento de microorganismos 
como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Aspergillus oryzae y Penicillium digitatum 
comparado con los aceites esenciales de clavo y anis estrella (99). Según Hosseini et al., 
2009 (100), el aceite de tomillo posee mejores propiedades antimicrobianas comparado 
con los aceites de clavo y limón, teniendo una efectividad mayor para bacterias gram 
positivas. Según Sanchez-Gonzalez et al., 2011 (97), el aceite esencial de té posee una 
mayor capacidad inhibitoria comparado con los aceites esenciales de naranja variedad 
bergamot y limón, para microorganismos como Listeria monocytogenes, Escherichia coli 
y Staphylococcus aureus. Cuando se desarrollan pruebas de almacenamiento, la 
temperatura afecta la difusión celular, la cual es directamente proporcional a la 
temperatura de almacenamiento (93). Sin embargo, a una menor temperatura, los 
fosfolípidos de la membrana celular están estrechamente acoplados en una estructura 
rígida, lo cual impide la difusión de los aceites esenciales. Se ha comprobado que 
algunos microorganismos son más susceptibles que otros, esto puede ser atribuido a que 
la membrana más externa y la película de lipopolisacáridos, restringen la difusión de los 
compuestos hidrofóbicos dentro de la membrana de los microorganismos Gram 
negativos (93).  
 
La interacción entre los aceites esenciales también genera cambios en el tamaño y 
distribución de las partículas que producen una variación en las propiedades de las 
películas debido al efecto plastificante de las gotas de aceite. La capacidad de absorción 
de agua, la permeabilidad al vapor de agua y la elasticidad de las películas decrecen con 
el incremento de la concentración de aceite esencial debido a la naturaleza no polar del 
lípido y las interacciones entre los componentes del aceite y la matriz polimérica, que 
genera una discontinuidad en la estructura interna (91, 101-105). Resultados diferentes 
fueron obtenidos por Hosseini et al, 2009 (100), quienes aseguraron que la incorporación 
de aceites esenciales de tomillo y clavo en las películas de quitosano incrementa el 
contenido de humedad, la solubilidad en agua, así como la permeabilidad al vapor de 
agua. Adicionalmente, se presenta una disminución del brillo y la transparencia de las 
películas de quitosano debido al efecto de la rugosidad superficial que se presenta por 
fenómenos de floculación y cremado de las gotas de aceite durante el secado (103). En 
la publicación de Altiok et al., 2010 (92), se estableció que el incremento de la 
permeabilidad al vapor de agua y al oxígeno, así como la disminución de la resistencia de 
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las películas se debe al colapso de la estructura interna causado por la adición del aceite 
esencial. Resultados que fueron similares a los obtenidos por Abdollahi et al., 2012 (106), 
quienes concluyeron que esta inclusión generó un aumento en la transparencia de las 
películas y una transmisión a los rayos UV menor que las películas de referencia.  
 
 
Inclusión de Proteínas 
 
Entre las proteínas más utilizadas en películas de quitosano se encuentra la gelatina y 
las proteínas vegetales. Dependiendo del origen de la gelatina los efectos sobre las 
propiedades físicoquímicas son más significativos. Así, cuando la gelatina de pescado es 
incluida en películas de quitosano la solubilidad en agua es menor y el porcentaje de 
deformación es mayor, comparado con las películas con y sin inclusión de gelatina de 
origen bovino.  Sin embargo, las películas con inclusión de gelatina de origen bovino 
presentan una menor permeabilidad al vapor de agua, comparado con las películas con y 
sin gelatina de pescado, respectivamente (107). Se ha establecido que el quitosano y la 
gelatina son compuestos inmiscibles (108). Sin embargo, resultados contradictorios han 
sido reportados. Según Pereda et al., 2011 (109), sí existen interacciones entre los 
cationes del quitosano y los aniones de la gelatina, lo que produce una reducción de la 
solubilidad y la permeabilidad al vapor de agua, así como un aumento en la flexibilidad de 
las películas de quitosano con la inclusión de gelatina, sin causar una alteración en sus 
propiedades ópticas. Es así como el uso de agentes ligantes como proantocianidina 
mejora las interacciones moleculares entre la gelatina y el quitosano, así como la 
estabilidad y las propiedades físicoquímicas de las películas (110). Según Kolodziejska et 
al., 2007 (111), la adición de transglutaminasa y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) 
carbodiimida produce una disminución en la solubilidad de las películas, así como en las 
propiedades mecánicas de las películas modificadas siendo más marcado el efecto de la 
transglutaminasa.  
 
La adición de proteínas vegetales también alteran las propiedades de las películas de 
quitosano. Las películas obtenidas a partir de quitosano y el extracto protéico de quinua 
poseen una mayor elasticidad, hidroficidad y permeabilidad al vapor de agua y espesor, 
así como una menor estabilidad térmica (112). Las películas obtenidas a partir de 
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quitosano con la inclusión de proteína de maíz y soya, no poseen una buena 
compatibilidad molecular, lo cual genera películas con menor resistencia mecánica y 
elasticidad (113, 114). Para solucionar este inconveniente, se han desarrollado diferentes 
investigaciones que utilizan agentes ligantes como trasglutaminasa y glutaraldehido que 
mejora las interacciones y las propiedades de las películas (115, 116).  
 
 
 
1.6  Conclusiones 
 
Las investigaciones alrededor de la obtención de nuevos materiales con propiedades 
específicas se han enfocado en proponer métodos innovadores donde se incluyan 
compuestos químicos para mejorar las propiedades de las películas de quitosano y 
obtener materiales más económicos y amigables con el medio ambiente. 
 
Los cambios mencionados están estrechamente relacionados con las interacciones 
moleculares entre los compuestos que participan durante la obtención de las películas de 
quitosano, lo cual genera un cambio estructural y altera las propiedades fisicoquímicas y 
antimicrobianas de las películas. Por esta razón, el estudio del efecto de la inclusión de 
diferentes compuestos químicos en la matriz polimérica de quitosano, permite 
comprender como suceden estos fenómenos y brinda soluciones científicas y 
tecnológicas claras para los actuales requerimientos industriales. 
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2. Modificaciones físicas, químicas 
y enzimáticas y sus efectos 
sobre las propiedades de las 
películas de quitosano 
 
2.1 Resumen 
Existen gran cantidad de biopolímeros empleados para la obtención de películas usadas 
como empaques biodegradables y/o comestibles, las cuales pueden reemplazar a los 
plásticos convencionales con el objetivo de disminuir la cantidad de empaques no 
biodegradables y desarrollar ideas innovadoras. Entre estos biopolímeros se encuentran 
algunos polisacáridos, proteínas, lípidos, y polímeros sintetizados a partir de monómeros 
y bacterias. Las recientes investigaciones han enfocado sus esfuerzos para brindar 
soluciones tecnológicas para los actuales y los futuros retos en el campo de la ciencia y 
la tecnología de los materiales. En los últimos años, se han llevado a cabo 
investigaciones con el objetivo de modificar las propiedades de las películas empleando 
tratamientos enzimáticos y físicos, tales como la aplicación de radiaciones, pulsos 
eléctricos, plasma, tratamientos térmicos, uso de fluidos supercríticos,  así como la 
conformación de películas en multicapas. Estas modificaciones cambian las propiedades 
antimicrobianas, físicas y químicas de las películas de quitosano y  permiten desarrollar 
una extensa cantidad de aplicaciones en los campos  de biomedicina, farmacología, 
biotecnología y en la industria de cosméticos y de alimentos. El objetivo del presente 
artículo de revisión es dar a conocer los nuevos avances en el campo de modificaciones 
físicas y enzimáticas de películas de quitosano. Métodos: Se realizó una extensa revisión 
de literatura de las publicaciones existentes a partir de los últimos 13 años. En primer 
lugar, se recolectaron e eligieron los estudios más representativos sobre el tema de 
estudio. Seguidamente, se organizó y resumió la información seleccionada con el 
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objetivo de presentar un artículo de revisión claro y completo que abarcara las 
investigaciones llevadas a cabo en los últimos años. Se presenta las diferentes técnicas y 
métodos empleados para llevar a cabo  una amplia cantidad de modificaciones físicas y 
enzimáticas a las películas de quitosano. Los tratamientos físicos y enzimáticos 
modifican las propiedades físicas, químicas y antimicrobianas de las películas obtenidas 
y para aumentar la oferta de materiales no convencionales con características 
específicas y dar solución a los desafíos que actualmente afrontan las industrias. 
 
Palabras clave: quitosano, polímeros, películas modificadas, alimentos. 
 
2.2 Abstract 
 
Biopolymers can replace conventional plastics because they are used as biodegradable 
and/or edible packaging in order to decrease the amount of non-biodegradable packaging 
and to develop innovative technology proposals. Biopolymers such as polysaccharides, 
proteins, lipids, and polymers synthesized from monomers and bacteria are used in many 
industrial applications. Recent research has focused its efforts to provide technological 
solutions to current and future challenges in the field of science and technology of 
materials. The properties of chitosan films have been modified by enzymatic and physical 
treatments such as the application of radiation, electric pulses, plasma, heat treatments, 
use of supercritical fluids as well as the formation of multilayer films. These modifications 
change antimicrobial, physical and chemical properties of chitosan films, and allow 
developing a wide range of applications in the fields of biomedicine, pharmacology, 
biotechnology, cosmetic and food industries. The purpose of this review is to present new 
developments in the field of physical and enzymatic modifications of chitosan films. 
Methods: This review approaches the last 13 years literature. Foremost, an extensive 
literature review was developed. The most representative studies on the subject of study 
were collected. Later, the information selected was organized and summarized in order to 
submit a clear and comprehensive review where the results and conclusions of the 
investigations carried out in recent years were presented. The different techniques and 
methods to carry out a wide number of physical and enzymatic modifications of chitosan 
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films are described. The physical and enzymatic treatments modify the physical, chemical 
and antimicrobial chitosan films properties can increase the supply of unconventional 
materials with specific characteristics and provide solutions for the currently challenges. 
 
Keywords: chitosan, polymers, modified films, food. 
2.3 Introducción 
 
El quitosano es un copolímero de glucosamina y N-acetil glucosamina obtenido a partir 
de la desacetilación de quitina bajo condiciones alcalinas o por hidrólisis enzimática. La 
quitina es el segundo polisacárido más abundante de la naturaleza presente en insectos 
y crustáceos terrestres, hongos, microorganismos y en exoesqueletos de organismos 
marinos tales como cangrejos, camarones y langostas, entre otros (1, 2). 
 
El quitosano  se caracteriza por ser biodegradable y no tóxico, así como por ser capaz de 
formar películas y por sus propiedades antimicrobianas (3). Estas propiedades han 
permitido que se hayan desarrollado aplicaciones industriales, entre las que se 
encuentran desarrollos en la industria biomédica, farmacológica, oftalmológica, de 
cosméticos y de alimentos, así como las aplicaciones en el campo de la electrónica, la 
fotografía, la biotecnología y para el tratamiento de aguas contaminadas, entre otras 
aplicaciones (2, 4). En la industria alimentaria, se ha empleado para la formación de 
películas biodegradables, la inmovilización de enzimas, la preservación de alimentos, 
como aditivo y en suplementos dietarios (5). En la industria biomédica se ha utilizado en 
desarrollos ortopédicos, periodontales y en el área de la otorrinolaringología. En el campo 
de la ingeniería de tejidos se emplea para la regeneración de huesos, cartílago, nervios, 
cicatrización de heridas, liberación controlada de biocompuestos, entre otros (6-11).  
 
El objetivo de este trabajo de revisión es  presentar las diferentes modificaciones físicas y 
enzimáticas que se han desarrollado específicamente en películas de quitosano para dar 
a conocer los nuevos avances en este campo. 
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2.4 Modificaciones físicas 
 
2.4.1 Tratamientos térmicos 
 
Las propiedades de los materiales pueden ser alteradas y mejoradas cuando diferentes 
procesos y transformaciones son aplicados. Los tratamientos térmicos pueden alterar la 
estructura interna y las interacciones de las moléculas, modificando la velocidad de 
difusión de materiales como cerámicas y polímeros (12). Dentro de estas modificaciones 
se ha evaluado el efecto de las condiciones de secado sobre las propiedades de las 
películas de quitosano cuando son obtenidas por la técnica de evaporación del solvente. 
Entre las investigaciones se encuentran el secado a condiciones ambientales, con aire 
caliente, al vacío, empleado microondas, infrarrojo, entre otros (13, 14).  
 
El método más utilizado es el secado con aire caliente. Sin embargo, una de las 
condiciones más influyentes es la temperatura. Por esta razón, se han desarrollado 
diversas investigaciones que comparan los efectos de diferentes temperaturas. En el 
estudio realizado por Fernandez-Pan et al., 2010 (15) se concluyó que usar una 
temperatura de secado de 80°C, da lugar a películas con menor elasticidad y resistencia 
a la tensión y menor permeabilidad al vapor de agua y se determinó que la temperatura 
es un parámetro más influyente sobre las propiedades mecánicas y de barrera que la 
humedad. Adicionalmente, los resultados obtenidos a partir de la investigación llevada a 
cabo por Fernandez-Saiz et al., 2009 (16) demuestran que, la capacidad antimicrobiana 
de las películas se afecta con la temperatura de secado, cuando esta es de 120ºC se 
disminuye la capacidad microbiana inhibitoria comparado con temperaturas de 37°C y 
80°C. 
 
Otras condiciones de secado como humedad y presión, también son considerados 
parámetros críticos que afectan las propiedades físicas y microbiológicas de las películas 
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de quitosano. La investigación desarrollada por Mayachiew y Devahastin, 2008 (13), 
determinó que las aplicación de vacío es el tratamiento más rápido, seguido por la 
aplicación de vapor sobrecalentado a bajas presiones y finalmente, el empleo de aire 
caliente (40°C). Sin embargo, basado en las propiedades de las películas, se estableció 
que el tratamiento más recomendado es usando vapor sobrecalentado a bajas presiones, 
ya que las películas obtenidas se caracterizaron por poseer un menor color amarillo, una 
mayor resistencia a la tensión y una mayor elongación.  
 
Resultados similares fueron presentados por Thakhiew et al, 2010 (17), cuyo estudio 
estableció que no existen diferencias significativas entre el espesor, color y contenido de 
humedad de las muestras secadas con las técnicas descritas anteriormente cuando se 
utilizan concentraciones bajas de glicerol en la formulación. Sin embargo, el secado a 
vacío y usando vapor sobrecalentado a bajas presiones son técnicas más rápidas que 
dan lugar a películas más compactas y uniformes. 
 
En los últimos años se han investigado otros métodos como la aplicación de infrarrojo, 
microondas, y el uso de prensa caliente y liofilización. La investigación realizada por 
Srinivasa et al., 2004 (18), evaluó tres diferentes métodos de secado: empleando horno 
de convección, luz infrarroja (80, 90 y 100°C) y a temperatura ambiente (27°C ), y se 
concluyó que el método más rápido y eficiente fue el método de luz infrarroja. También 
se ha identificado que el uso de microondas es rápido y efectivo y da lugar a películas 
con una mayor uniformidad superficial y mejores propiedades de barrera a la luz 
ultravioleta (14). Por otra parte, el empleo de prensa caliente (120°C y 20MPa) permite la 
obtención de películas compuestas de quitosano, sulfato de condroitina, heparina y ácido 
hialurónico, sin necesidad de emplear agentes ligantes ni modificaciones químicas y 
estas se caracterizan por ser homogéneas, no porosas e insolubles en agua (19). Esta 
última técnica permite obtener películas en multicapa de nanotubos de carbono y 
quitosano con mejores características, películas más homogéneas, traslúcidas y con 
poros distribuidos ordenadamente cuando la técnica es comparada con métodos de 
secado como liofilización y por convección de aire (20). 
 
Se han estudiado algunos tratamientos térmicos realizados una vez que las películas de 
quitosano han sido obtenidas. El estudio desarrollado por Fernandez-Saiz et al., 2009 
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(16), analizó el efecto de la esterilización seca y húmeda de películas de quitosano y 
concluyó que las películas esterilizadas perdieron propiedades biocidas debido a que los 
grupos carboxilados disminuyeron comparado con los grupos de las películas sin 
esterilizar, adicionalmente las películas esterilizadas presentaron un incremento en la 
coloración amarilla debido a la formación de insaturaciones o compuestos coloreados. 
Por otra parte, en el artículo presentado por Ritthidej et al., 2002 (21), se analizó el efecto 
del tratamiento térmico en húmedo al someter las películas de quitosano a condiciones 
de 60 °C y HR 75% y se concluyó que este tratamiento disminuyó la solubilidad acuosa 
de las películas, ya que se presentó un cambio en la interacción iónica, un mayor número 
de grupos alquilos y una menor cantidad de grupos carboxilos e hidroxilos que favoreció 
la formación de amidas homogéneas entre el quitosano y los ácidos orgánicos.  
 
Los tratamientos de curado pueden mejorar las propiedades de barrera al vapor de agua 
de las películas de quitosano tratadas, mientras se disminuye la capacidad de retención 
de agua, la permeabilidad al vapor de agua y se intensifica el color amarillo (22). 
Resultados similares fueron obtenidos durante la investigación llevada a cabo por 
Mudarisova et al., 2009 (23), que evaluó el efecto del tratamiento térmico sobre las 
propiedades de transferencia de masa de las películas de quitosano. Se comprobó que al 
someter las películas a una temperatura de 120°C, se modificaba la estructura de la 
matriz polimérica ocasionando una disminución de la solubilidad acuosa y una 
disminución en la velocidad de liberación de los antibióticos cefazolina y cefotaxima 
contenidos en la película polimérica.  
 
Estos tratamientos pueden ser aplicados para obtener polímeros con nuevas 
propiedades ópticas, como se demostró en la investigación de Kumar et al., 2009 (24), el 
cual aplicó microondas para obtener un nuevo material óptico para aplicaciones 
biomédicas a partir de fenotiazina-quitosano. Este estudio concluyó que las películas 
obtenidas tienen un buen comportamiento morfológico superficial y térmico, así como 
propiedades ópticas de fotoluminiscencia  
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2.4.2 Aplicación de fluidos supercríticos 
 
Solo algunas investigaciones han empleado fluidos supercríticos como solventes durante 
la obtención de películas de quitosano. Estos estudios han demostrado que el uso de 
fluidos supercríticos en comparación con el uso de solventes convencionales da lugar a 
películas más homogéneas y uniformes. Esto se debe a que los fluidos supercríticos 
penetran libremente en la matriz del polímero debido a la ausencia de fuerzas capilares 
que favorece la permeabilidad en la matriz (25, 26). Adicionalmente, esta técnica se 
puede utilizar para fijar compuestos inorgánicos en matrices poliméricas al asegurar una 
homogénea deposición de carbonato de calcio en películas de  quitosano y celulosa 
como método de mineralización (27). 
2.4.3 Aplicación de radiaciones ionizantes 
 
Se han desarrollado estudios donde se analiza la eficiencia en los procesos de 
copolimerización usando radiación ionizante con el objetivo de combinar las propiedades 
físicas y químicas de dos o más polímeros o monómeros (28-30). Según Cai et al., 2005 
(28), cuando las disoluciones de quitosano y N-isopropil acrilamida fueron irradiadas, el 
porcentaje y eficiencia de integración incrementó con el aumento de la concentración de 
los polímeros empleados, así como con el aumento de la radiación gama suministrada 
durante la copolimerización. Adicionalmente, cuando disoluciones de quitosano y almidón 
son sometidas a un proceso de radiación con rayos de electrones a 30KGy, se aumenta 
la capacidad antimicrobiana de las películas, se disminuye la capacidad de absorción de 
agua y se favorece la dispersión de las microesferas de quitosano en la matriz de 
almidón debido a la degradación del quitosano.  Sin embargo, no se reportan cambios en 
la cristalinidad después del tratamiento (29).  
 
Por otra parte, al aplicar las radiaciones ionizantes sobre las películas copoliméricas se 
producen cambios en sus propiedades físicas, químicas, mecánicas y antimicrobianas 
debido a la alteración de las estructuras cristalinas de los polímeros y cambios en su 
microestructura (31). Según Khan et al., 2012 (32), se evidenció una pérdida de la 
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viscoelasticidad y de la resistencia a la punción, así como una disminución de la 
permeabilidad al vapor de agua en las películas de quitosano y metilcelulosa irradiadas a 
50 kGy. Por otra parte, cuando las radiaciones ionizantes son aplicadas sobre películas 
de quitosano y quitina carboximetilada, estas exhiben excelentes propiedades 
mecánicas, buena absorción de agua y una actividad antimicrobiana satisfactoria (33). 
2.4.4 Aplicación de radiaciones no ionizantes 
 
Cuando las radiaciones no ionizantes son aplicadas sobre películas de quitosano se 
favorece la fotoxidación del quitosano y se induce al aumento en la polaridad por la 
formación de glutation o fenilalanina, especialmente en la superficie de las películas 
debido a la presencia de oxígeno (34-38).  
 
La aplicación de radiaciones no ionizantes pueden inducir a cambios fotoquímicos en las 
disoluciones de quitosano, ya que puede aumentar la estabilidad térmica y la solubilidad 
en agua de las macromoléculas, mientras alteran negativamente las propiedades 
mecánicas de las películas poliméricas, disminuyendo la resistencia a la tensión y 
porcentaje de elongación después del tratamiento (35, 36, 38). Se ha comprobado que la 
radiación UV favorece la interacción del quitosano con fibras de celulosa y aumenta la 
estabilidad térmica del material (39). Esta radiación puede ser empleada para disminuir la 
coloración de las disoluciones de quitosano sin necesidad de emplear agentes químicos. 
El proceso da como resultado disoluciones de viscosidad alta y de color blanco deseable, 
lo cual comparado con otros métodos reduce los tiempos y costos de producción y es un 
proceso más amigable con el medio ambiente y más eficiente, ya que depende de una 
fuente de luz totalmente estable (40). Por otra parte, se ha estudiado el efecto de la 
radiación con microondas durante el proceso de homogenización de disoluciones de 
quitosano y se ha concluido que es una técnica que disminuye el tiempo de 
homogenización. Sin embargo, esta técnica induce a estados de agregación de las 
moléculas de quitosano y favorece la formación de redes poliméricas por puentes de 
hidrógeno que cambia el comportamiento térmico y morfológico del polímero en solución 
(41).  
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Adicionalmente, se ha evaluado el fenómeno de la fotodegradación sobre las 
propiedades físicas de las películas de quitosano bajo la acción de la luz UV artificial y la 
radiación solar. El estudio comprobó que la radiación UV artificial comparada con la 
radiación solar tiene un efecto significativo sobre las propiedades evaluadas debido a que 
el fenómeno de fotodegradación es más marcado, siendo las películas de la mezcla de 
colágeno con quitosano y las películas de colágeno más sensibles (42). 
2.4.5 Aplicación de pulsos eléctricos 
 
Algunas investigaciones han evaluado el efecto  de la aplicación de pulsos eléctricos 
sobre las propiedades de las películas de quitosano. Según Garcia et al., 2009 (43), un 
tratamiento con pulsos eléctricos durante el secado para obtener películas de quitosano y 
carboximetilcelulosa orientadas uniaxialmente, aumenta el orden estructural de las 
películas y puede llegar a ser una alternativa para mejorar la flexibilidad de las películas 
tratadas y las propiedades de permeabilidad al vapor de agua, sin llegar a modificar su 
apariencia externa. Resultados similares han sido reportados por otros autores, quienes 
demostraron que, las disoluciones de quitosano sometidas a pulsos eléctricos durante y 
antes del secado, dieron como resultado películas más cristalinas y se registraron valores 
de permeabilidad al vapor de agua, oxígeno y dióxido de carbono más bajos, lo cual 
sugiere que es un tratamiento efectivo para ser aplicado en empaques para alimentos 
reduciendo las pérdidas de agua, la oxidación lipídica y otras reacciones metabólicas que 
pueden experimentar los alimentos empacados (44, 45). Esta técnica también puede ser 
utilizada en procesos de copolimerización. Según Demina et al., 2012 (46) la aplicación 
de pulsos eléctricos sobre películas obtenidas a partir de quitosano, ácido poli-láctico y 
gelatina y sus mezclas, altera la estructura química de los componentes poliméricos y 
sus interacciones, aumentando la hidroficidad e incrementando la energía superficial de 
las películas sometidas al tratamiento. 
2.4.6 Plasma 
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La aplicación de plasma como tratamiento es considerada como una técnica muy 
eficiente y amigable con el medio ambiente y se utiliza para modificar de forma 
controlada las propiedades de hidroficidad y de superficie, sin alterar las características 
de las películas (47-50). 
 
La deposición de compuestos como hexametildisilazano sobre películas de quitosano 
usando un reactor de plasma de placas paralelas es considerada como una técnica que 
favorece la conformación de superficies hidrófobas sin cambios en las propiedades 
ópticas ni mecánicas debido a la polimerización del hexametildisilazano a estructuras de 
tipo silicona no polar (47). Según Wang et al., 2009 (51), el tratamiento con oxígeno 
plasma puede mejorar la hidroficidad superficial de las películas de quitosano debido a la 
incorporación de oxígeno en los grupos polares, fenómeno que no es permanente y 
desaparece después de un corto tiempo debido a la reorientación de los grupos 
funcionales. Resultados similares fueron reportados por Theapsak et al., 2012 (52), 
Vartiainen et al., 2005 (53) y Vartiainen et al., 2010 (54), quienes recomiendan la 
aplicación de plasma como técnica efectiva para aumentar la integración de las 
moléculas de quitosano con otros polímeros como polietileno, polipropileno y polietileno 
de baja densidad, respectivamente, con el objetivo de fabricar empaques multicapas con 
mejores propiedades físicas, mecánicas y antimicrobianas.  
2.4.7 Conformación de películas en multicapas 
 
Los empaques compuestos por multicapas se han diseñado y fabricados con el objetivo 
de combinar las ventajas de cada componente y obtener películas con propiedades 
específicas (55). Estas películas son elaboradas usando un protocolo de deposición 
alternada de polielectrolitos cargados opuestamente, fenómeno que se produce por la 
interacción entre los compuestos, específicamente entre el polication y el polianion que 
conforma la película  (56, 57). El quitosano al ser un polication puede interactuar con 
moléculas cargadas negativamente (58), por lo cual se han analizado las propiedades de 
películas de quitosano en combinación con películas de biopolímeros, polímeros, 
proteínas, entre otros. Estos estudios han analizado la interacción de los polímeros 
durante la formación de las películas, así como el efecto de la distribución e interacciones 
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de los compuestos sobre las propiedades físicas, antimicrobianas, químicas, entre otras 
(59-74). Muchas aplicaciones han sido desarrolladas en campos de la investigación como 
en el área de electrónica (75-84), la inmovilización de enzimas (85-88), el desarrollo de 
nuevos materiales con propiedades ópticas específicas (80, 89-91), la liberación de 
compuestos (92-94), entre otras. 
 
Algunas investigaciones han evaluado las propiedades de las películas de quitosano en 
multicapas. Se ha demostrado que la película bicapa de quitosano y gelatina posee 
mejores propiedades barrera al vapor de agua y mejores propiedades antimicrobianas, y 
se ha indicado que este fenómeno sucede debido a la interacción entre el quitosano 
catiónico y compuestos aniónicos de la gelatina (55, 58, 95). Resultados similares fueron 
obtenidos por Medeiros et al., 2012 (96) y Gallstedt y Hedenqvist, 2002 (97), quienes 
demostraron que el uso de películas de quitosano y pectina, o quitosano y 
polietileno/nitrocelulosa, respectivamente, pueden mejorar las propiedades de las 
películas, siendo el pH de la solución un factor que define las interacciones 
electroestáticas de las moléculas, así como su integración y estabilidad debido a una 
supresión de la carga de alguno de los poli-electrolitos (98). La investigación realizada 
por Pinheiro et al., 2012 (99), evalúo las características de la película formada de 
carragenina y concluyó que las interacciones electrostáticas, los puentes de hidrógeno y 
las uniones dipolo-dipolo entre los dos polisacáridos con cargas opuestas, produjeron 
películas con buenas propiedades mecánicas y de barrera a gases. Por otra parte, se 
estableció que las películas de quitosano y ácido hialurónico son más rugosas, rígidas y 
resistentes a la degradación enzimática que las películas de sus polímeros nativos, así 
como que sus propiedades de superficie promueven la adhesión y crecimiento celular 
(100). 
 
Las películas de almidón de yuca y quitosano poseen una excelente interacción entre los 
componentes poliméricos, mejores propiedades superficiales y mecánicas, así como 
mayor capacidad para ser barrera al vapor de agua y un menor porcentaje de capacidad 
de retención de agua, comparado con las películas de almidón sin recubrir (101). 
Adicionalmente, las películas de nitrocelulosa y polietileno con quitosano, presentan baja 
permeabilidad al oxígeno y excelentes propiedades de adhesión (97) y las películas 
compuestas por quitosano, monómero de silano y policaprolactato presentaron mayor 
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resistencia a la tensión, menor permeabilidad al vapor de agua y una estructura más 
homogénea, densa y ordenada, debido principalmente a la presencia de silano en la 
matriz polimérica (102). 
2.5 Modificaciones enzimáticas 
 
La inclusión de enzimas como lizosima y amilosa en la matriz polimérica, mejora las 
propiedades antimicrobianas de las películas de quitosano para S. faecalis, S. aureus y 
E. coli, ya que se presenta una actividad lítica de la pared celular de las bacterias y esta 
capacidad se conserva aún después de ocho días de almacenamiento (103, 104). Este 
comportamiento puede atribuirse al rompimiento de la cadena del polímero y la 
consecuente exposición de los grupos amino, los cuales pueden interactuar más 
fácilmente con los microorganismos y mejorar las propiedades antimicrobianas de las 
películas (105). 
 
El efecto antimicrobiano de las enzimas puede ser potencializado cuando se adiciona 
más de una enzima en la matriz polimérica y es tan efectivo como el uso de conservantes 
artificiales como el EDTA. Este fenómeno se presenta debido al efecto sinérgico de 
compuestos como la lizosima y la lactoferrina (106). 
 
 A pesar que las enzimas se distribuyen homogéneamente en la matriz y que las 
propiedades de permeabilidad al vapor de agua no se alteran significativamente, sí se 
observa un incremento en la solubilidad en agua y en la pérdida de masa, así como una 
disminución de su resistencia y elongación de las películas de quitosano. Estos 
fenómenos se potencializan cuando el tiempo y la temperatura de almacenamiento 
aumentan debido a que la acción de enzima para hidrolizar las moléculas de quitosano, 
se potencializa (103, 107, 108). 
 
Por otra parte, las enzimas pueden ser utilizadas como agentes ligantes en películas 
compuestas por dos o más polímeros (109). En películas de quitosano y proteína de 
suero, la adición de trasglutaminasa mejora las propiedades mecánicas, de 
permeabilidad al vapor de agua, al oxígeno y al dióxido de carbono y disminuye las 
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interacciones con el agua al disminuir la solubilidad en agua y la capacidad de 
hinchamiento (110). Adicionalmente, en películas de gelatina y quitosano, la inclusión de 
trasglutaminasa y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida retardan la degradación de 
las películas por la acción de la enzima pepsina y en menor medida para la tripsina, sin 
embargo no posee un efecto considerable para retardar la degradación por acción de la 
proteinasa N (111). 
 
2.6 Conclusiones 
 
Existen diferentes tratamientos físicos y enzimáticos que se han aplicado en la obtención 
de películas de quitosano, los cuales modifican las propiedades físicas, químicas y 
antimicrobianas de las películas obtenidas. Estos avances han contribuido a aumentar 
los desarrollos en el campo de los materiales y a brindar nuevas soluciones para las 
aplicaciones que actualmente demandan las industrias. 
 
Las principales modificaciones físicas llevadas a cabo en películas de quitosano han sido 
la aplicación de radiaciones, pulsos eléctricos, plasma, tratamientos térmicos, uso de 
fluidos supercríticos,  así como la conformación de películas en multicapas y entre las 
modificaciones enzimáticas más relevantes se puede nombrar la inclusión de enzimas y 
coagentes enzimáticos en matrices poliméricas de quitosano.  
 
La importancia del estudio es identificar los tipos y condiciones de los tratamientos que 
determinan las características específicas de las películas para aumentar la oferta de 
soluciones frente a los retos que afronta las aplicaciones en el campo de los materiales 
durante los últimos años. 
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3.1 Resumen 
Se evaluó el efecto de la inclusión de aceites esenciales de tomillo y romero sobre las 
propiedades físicas de películas de quitosano almacenadas a temperatura media de 
15ºC y humedad constante. Los resultados sugieren que la inclusión de aceites 
esenciales y el tiempo de almacenamiento incidieron sobre algunas propiedades físicas 
de las películas evaluadas como color y propiedades mecánicas, sin afectar el espesor ni 
la capacidad antimicrobiana de las películas. 
 Palabras claves: aceite esencial de tomillo, aceite esencial de romero, polímeros, 
películas modificadas, aditivos alimentarios. 
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3.2 Abstract 
The effect of the essential oils inclusion on the physical properties of chitosan films stored 
at room temperature and constant humidity was evaluated. The results suggest that the 
inclusion of essential oils and storage time affect some physical properties of the films 
such as color and mecanical properties, without affecting the thickness and the 
antimicrobial activity of the films. 
Keywords: thyme essential oil, rosemary essential oil, polymers, modified films, food 
additives. 
 
3.3 Introducción 
El quitosano (poli-(1,4)-2-amino-2-deoxi-P-D-glucosa) se obtiene a partir de un proceso 
de desacetilación de la quitina y se caracteriza por formar películas biodegradables y 
comestibles. Las últimas investigaciones han buscado fabricar películas a bajo costo y 
con mejores propiedades antimicrobianas. Diferentes aceites esenciales han sido 
incluidos en películas por su efecto antimicrobiano y antioxidante, sin embargo se han 
presentado alteración de algunas propiedades físicas (Ojagh, Rezaei et al. 2010). Por 
otra parte, la eficiencia de la aplicación de películas de quitosano sobre alimentos está 
condicionada al aseguramiento de la calidad de las películas empleadas. Las condiciones 
de almacenamiento como humedad, temperatura y tiempo modifican las propiedades 
mecánicas y de barrera de las películas (Caner, Vergano et al. 1998). El objetivo de este 
trabajo de investigación fue determinar el efecto de la inclusión de aceites esenciales en 
películas de quitosano almacenadas a temperatura media de 15ºC y humedad relativa 
60%. 
 
3.4 Materiales y métodos 
Las disoluciones de quitosano fueron preparadas empleando el método descrito por Chi, 
Zivanovic et al. (2006) con modificaciones. Las disoluciones acuosas contenían 1% de 
ácido láctico, 1, 1,5 y 2% de quitosano Kitoflokk™, así como 16% glicerol, 4% 
polisorbato 80, y 0%, 1% y 2% aceites esenciales de romero (ERA) y tomillo (AET) y sus 
combinaciones AET:ERA (50:50) en base a la cantidad de quitosano adicionada. Las 
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disoluciones fueron desgasificadas y secadas en cajas de petri de plástico en un horno a 
temperatura de 30ºC durante 65 horas. El almacenamiento se efectúo a temperatura 
media de 15ºC y a una humedad relativa de 60%. 
 
Determinación de las propiedades físicas 
 
Las propiedades físicas se evaluaron siguiendo los métodos descritos por Hosseini, 
Razavi et al. (2009). El espesor se midió en 10 lugares diferentes de la película. La 
resistencia y la deformación por punción se determinó  por triplicado empleando un 
texturómetro TA XT plus y un accesorio cilíndrico P/2 (2 mm diámetro), configurado a una 
velocidad de 1 mm/s. El color se midió por reflectancia en 10 lugares diferentes de cada 
película empleando un colorímetro HunterLab (D65 10) con fondo blanco estandar. Los 
parámetros evaluados fueron L*, a*, b*, ΔE. 
 
Inhibición del crecimiento microbiano 
Se emplearon discos de las películas de quitosano evaluados en la prueba de difusión en 
agar Mueller-Hinton por triplicado para las cepas de E. coli, S. enteritidis, S. aerus, L. 
monocytogenes y B. cereus como se describe en el estudio de Hosseini et al. (2009).  
 
Análisis estadístico 
Los datos fueron analizados usando el paquete estadístico Statgraphics® Centurion XV, 
empleando un ANOVA multifactorial con un nivel de significancia menor o igual a 5%.  
 
3.5  Resultados y discusión 
Los tratamientos empleados no tienen un efecto significativo sobre el espesor debido a 
que una misma cantidad de sólidos en solución fue empleada para cada película 
formada. La concentración de quitosano no evidenció efectos significativos sobre las 
propiedades físicas y microbiológicas evaluadas. Sin embargo, la inclusión de aceites 
esenciales y el tiempo de almacenamiento incidieron sobre algunas propiedades físicas 
de las películas evaluadas. 
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Figura 3-1. Efecto de la inclusión de aceites esenciales y el almacenamiento sobre la resistencia y 
deformación por punción de las películas.  
Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,5). Las diferencias estándar entre 
tratamientos se muestran gráficamente indicando las diferencias estadísticamente significativas entre las 
medias de los tratamientos con un nivel de confianza del 95%. 
 
En la Figura 3-1, se observa una disminución significativa de la deformación y un 
aumento en la resistencia a la punción debido a la inclusión de aceites esenciales y al 
aumento del tiempo de almacenamiento (Caner et al., 1998). Según Ojagh et al. (2010), 
la inclusión de aceites esenciales disminuye el contenido de humedad de las películas y 
genera una estructura más compacta debido a las interacciones que reducen la movilidad 
molecular. 
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Tabla 3-1 Efecto de la inclusión de aceites esenciales sobre el color de las películas 
AE L* a* b* ΔE 
C 
T2% 
T4% 
R2% 
R4% 
TR2% 
TR4% 
94,46±0,34b 
92,75±0,34a 
92,99±0,32a 
94,87±0,34b 
94,69±0,31b 
94,80±0,34b 
94,06±0,32b 
-0,51±0,01a 
-0,59±0,01b 
-0,59±0,01b 
-0,59±0,01b 
-0,59±0,01b 
-0,60±0,01b 
-0,60±0,01b 
12,88±0,25abc 
13,45±0,24cd 
13,27±0,24bcd 
13,62±0,24d 
13,40±0,24cd 
12,72±0,24ab 
12,56±0,23a 
43,45±0,28b 
42,08±0,28a 
42,27±0,26a 
43,82±0,28b 
43,7±0,27b 
43,76±0,27b 
43,05±0,28b 
Las letras indican que existen diferencias significativas (p<0,5) entre los tratamientos. L*: Luminosidad (L*), 
escala colorimétrica rojo-azul (a*), escala colorimétrica verde-amarillo (b*), diferencia de color (ΔE), muestra 
control (C), tipo y concentración de aceites esenciales empleados (AE), tomillo (T), Romero (R), mezcla 
tomillo y romero (TR). 
 
En la Tabla 3-1, se evidencia que la inclusión de aceites esenciales incrementa los 
valores para el parámetro a*,  mientras que la inclusión de aceite esencial de tomillo 
disminuye la luminosidad posiblemente por un aumento en la rugosidad superficial que 
se presenta por fenómenos de floculación de las gotas de aceite durante el secado 
(Sánchez et al., 2011). Adicionalmente, los resultados indican un aumento significativo 
del parámetro b* durante el almacenamiento, lo cual sugiere que las películas pueden 
tornarse amarillas por acción del pardeamiento no enzimático (Fernandez-Sainz et at., 
2009).  
No se registró crecimiento de bacterias sobre las películas de quitosano sin y con 
inclusión de aceites esenciales. Sin embargo, ninguna película inhibió el crecimiento de 
los microorganismos en la zona adyacente sugiriendo una reducción de la concentración 
de los componentes de los aceites esenciales durante el secado de las películas (Chi et 
al., 2006). Según Hosseini et al. (2009), el quitosano no se difunde en el agar adyacente 
a la película y solo se inhibe el crecimiento de los microorganismos que están en 
contacto con la zona activa del quitosano.  
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3.6 Conclusiones 
La inclusión de aceites esenciales y el almacenamiento pueden modificar algunas 
propiedades físicas como color y propiedades mecánicas, sin afectar el espesor ni la 
capacidad antimicrobiana de las películas. Se observó una disminución en la 
deformación y un aumento en la resistencia por punción por efecto de la inclusión de los 
aceites esenciales y el almacenamiento, así como la disminución de la luminosidad por la 
inclusión de aceite esencial de tomillo y un aumento significativo del parámetro b* por 
efecto del almacenamiento. 
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4.1 Abstract.  
It was studied the effect of the inclusion of thyme and rosemary essential oils into 
chitosan films, as well as the microbiological and physical properties when storing 
chitosan film with and without the mentioned inclusion. The film forming solution was 
prepared by dissolving chitosan (2%, w/v), polysorbate 80 (4% w/w CH) and glycerol 
(16% w/w CH) in aqueous lactic acid solutions (control). The thyme (TEO) and rosemary 
(REO) essential oils (EOs) were included 1:1 w/w (EOs:CH) on their combination 50/50 
(TEO:REO). The films were stored at temperatures of 5, 20, 33°C and a relative humidity 
of 75% during four weeks. The films with essential oil inclusion did not show an 
antimicrobial activity against strains. This behavior could be explained because the 
chitosan only inhibits the growth of microorganisms in direct contact with the active sites. 
However, the inhibition capacity of TEO was higher than the REO and a synergic effect 
between TEO:REO was found for S. enteritidis strains in the chitosan solution.  
Some physical properties were modified by the inclusion of essential oils. The addition of 
essential oils does not affect the mechanical properties (tensile strength, elongation at 
break, puncture deformation), the water solubility, the swelling index nor the DSC 
behavior. However, the essential oil inclusion can significantly decrease the thickness, the 
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moisture content, and the L* value of films whereas the b* value increased due to 
molecular interactions between the polymeric matrix, the loosing of the structure, and the 
chemical modifications. On the other hand, the temperature and time of storage changed 
some physical properties on the chitosan films. This could have occurred because of 
chemical changes, such as swelling in the presence of high humidity air and the 
reacetylation of amino groups. In the majority of cases, properties such as moisture 
content, tensile strength, elongation at break, puncture deformation, a*, b*, chrome, ΔE 
increased whereas water resistance, swelling index, L*, and hue angle decreased. 
Keywords— chitosan, food additives, modified films, polymers.  
4.2 Introduction 
CHITOSAN (CH) (poly-(1,4)-2-amino-2-deoxy-P-D-glucose) is obtained from the process 
of deacetylation of chitin (poly-(1,4)-2-acetamide-2- P-D- deoxy-glucose) by enzymatic or 
chemical methods. The acetamide groups of chitin are hydrolyzed by a nucleophilic 
substitution mechanism. Chitin is one of the most abundant polymers extracted from 
crustaceans, insects, fungi, and microorganisms [1], [2]. CH is used to produce films for 
biomedicine, pharmacology, ophthalmology, cosmetics, and food industry [2], [3].  
The recent packaging advances have focused on the inclusion of different chemical 
compounds to improve the properties of CH films [4]-[9]. The essential oils have replaced 
synthetic antioxidants [10]. These have been included in CH polymeric matrices to 
improve their antimicrobial and antioxidant properties [11], [12]. The mechanical, physical, 
and sensory properties are not significantly different when essential oils are included at 
low concentrations (100 µl/g) [13]. However, higher concentrations may affect their 
properties [14]. Additionally, the essential oils inclusion improves the antimicrobial 
properties of the films for some pathogens due to the action of phenolic compounds such 
as α-pinene, bornyl acetate, camphor, 1,8-cineole, thymol, carvacrol, tepineno, cymene, 
diterpenes, ursolic acid, and carnosol [12], [13], [15]- [17] even during storage [18], [19]. 
 
Storage conditions such as humidity, temperature, and time can modify the mechanical 
and barrier films properties [20], [21]. This might be due to changes such as the re-
crystallization of CH, the loss of moisture and plasticizer, the slow reacetylation of amino 
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groups, the extended conformations, the free volume changes, and others [22]-[24]. The 
deformation–strength properties of chitosan films decrease with the storage time [23], 
[25]. Furthermore, temperature and humidity exert greater influence on mechanical 
properties [24], [26]. However, microbiological and water vapor barrier properties 
decrease whereas the temperature of the decomposition onset increase directly respect 
to the storage time [24], [27]-[29].  
The physical properties of films determine the affectivity of the packaging application and 
consequently the quality of food. The mechanical properties assure the integrity and the 
conservation of the packaging. The properties such as humidity, water resistance, water 
vapor permeability and swelling are important because they protect the foods while  it is in 
contact with water, as well as food with a high water activity. Some researches have 
characterized films with inclusion of different compounds and have tested during the 
storage [4]-[25]. 
The aim of this article was to determine the effect of the inclusion of thyme and rosemary 
essential oils into chitosan films, as well as the microbiological and physical properties 
when storing chitosan film with and without the mentioned inclusion 
4.3 Materials and methods 
 
Films Preparation 
Kitoflokk™, medium degree of deacetylation (80%), was purchased from Norwegian 
Chitosan, Aspertunet, Norway. CH solution was prepared by dissolving 2% (w/v) of CH in 
1.0% (v/v) of lactic acid aqueous solutions using an Ultra-Turrax®. This solution was 
subsequently filtered at room temperature to remove impurities through a Boeco® 
qualitative filter (Boeckel Co., Hamburg, Germany) and sterilized at 100°C for 15 minutes.  
 
The solutions were mixed with polysorbate 80 4% (w/w) and glycerol 16% (w/w) based in 
the chitosan weight. The formulation TR1 was prepared by 50/50 rate of thyme (TEO) and 
rosemary (REO) essential oils. The essential oils were included on proportion 1:1 (w/w) 
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based in the chitosan weight. The film forming solutions were homogenized under aseptic 
conditions at 30,000 rpm for 5 min using an Ultra-Turrax® and degasified in a vacuum 
chamber at 25 °C.  
 
Each film were prepared with 10 g of film forming solution which ensured 1,27 mg/cm2 
per petri dish. Control films were prepared identically but without the addition of essential 
oils (EOs). After drying at 30 °C during 65 hours. the films were analyzed immediately. 
 
Determination of antimicrobial effects  
An agar diffusion test was used for determining the antibacterial effects on the non-stored 
film for E. coli, S. enteritidis, S. aerus, L. monocytogenes and B. cereus strains. This test 
was developed for the solutions and the films. The solutions (n = 3) were placed in wells 
and the films (n = 3) were cut into 1 cm diameter disks with a circular knife. Initial number 
of bacteria in Mueller-Hinton agar was in the range of 105-106 CFU/ml. Bacterial strains 
were incubated at 37°C for 48 hours. The whole zone area was calculated then 
subtracted from the film disk area, and this difference in area was reported as the zone of 
inhibition. The oxytetracycline was the control antibiotic. The technique was described by 
Hosseini et al. [30].  
 
Determination of the Solutions Properties. 
Turbidimetric Measurements. The turbidity of these solutions was measured at 400nm 
using a Genesys™ 10S UV-Vis Spectrophotometers (Thermo Scientific, Radnor, PA). All 
experiments were performed at room temperature in triplicate and each value is the 
average of the three measurements.  
 
pH. The pH of solutions was determined by a standard pH meter (Orion 920A, Scientific 
Support, Hayward, CA, USA).  
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Determination of Physical Properties of Chitosan Films 
Thickness. The thickness was determined using a Digital Micrometer to the nearest 
0.001 mm (Coolant Proof Micrometer 293, Mitutoyo Measuring Instruments, Kanagawa, 
Japan). Values were an average of at least 10 random locations along the sheets of 
chitosan films.  
 
Tensile strength and elongation. TA.XTPlus Texture Analyzer (Stable Micro Systems, 
Ltd. Hamilton, MA) was used to measure tensile strength (TS) at break and percent 
elongation (%E) at break.  Samples (ASTM D 638M) were cut and film thickness was 
measured. TS (n = 10) was calculated by dividing the maximum (peak) load by the cross-
sectional area. %E (n = 10) was calculated by dividing the elongation at the moment of 
rupture by the initial length of specimen and multiplying by 100.  
 
Puncture strength and deformation. The puncture strength (PS) and the puncture 
deformation (PD) were measured using a TA.XTPlus Texture Analyzer (Stable Micro 
Systems, Ltd. Hamilton, MA). Films were cut in square of 2 cm. A cylindrical probe (2 mm 
diameter) passed through the film at a constant speed (1 mm/s). Strength values at the 
puncture point (n = 10) were used to calculate the hardness of the film. The PS values 
were divided by the thickness of the films in order to correct for the effect of thickness 
variation. The PD of the films was calculated using the distance difference between the 
time of film contact and the time of puncture point. 
 
Moisture Content. The moisture content of film pieces (n = 3) was determined measuring 
the weight loss of films, upon drying them in an oven at 110°C until a constant weight was 
reached. 
 
Water resistance. The solubility was measured by immersing weighed pieces of chitosan 
film (n = 3) in 50 mL of distilled water by a constant agitation using Ultra-Turrax® for 15 
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minutes at room temperature. Subsequently, the solutions were filtered at room 
temperature using Boeco® quantitative filters (Boeckel Co., Hamburg, Germany). The 
chitosan films and the wet filters were dried at 110°C until constant weight. Water 
resistance (%) was calculated according to Ojagh et al. [31].  
 
Swelling index. Films (n = 3) were weighed and subsequently immersed in water for 10 
minutes. The mass of the swollen films was measured after the surface water was 
removed with filter paper. The swelling index (SI) of the film was calculated according to 
Cao et al. [32]. 
 
Color. The color parameters were measured over standard white patron by reflection with 
specular component included (RSIN) using a ColorQuest XE colorimeter (Hunterlab, 
Reston, VI, USA). D65 illuminant, 10° observer and white standard plate (L* = 91,99; a* = 
-0,75 and b* = 1,8) were used for measurements. The L* (lightness), a* (intensity of red 
and green), b* (intensity of yellow and blue), ΔE (color difference), C (chrome) and H (hue 
angle) were obtained as the average of ten measurements on each film white  
 
Scanning Electron Microscopy. Chitosan films were mounted on the specimen holder 
with aluminum tape and then were sputtered with gold in BAL-TEC SDC-050 sputter 
coater (BAL-TEC AG, Balzers, Liechtenstein). All the specimens were examined with a 
FEI QUANTA 200 scanning electron microscope (FEI, Hillsboro, Oregon) under low 
vacuum condition (2 x 10-2 torr). Samples were photographed at different tilt angles to 
obtain the views in the cross section. 
 
Differential Scanning Calorimetry (DSC). DSC was carried out using a DSC 2910 
 Modulated (TA Instruments, New Castle, DE). The range of the scanning temperature 
was -40 to 200°C. The heating/cooling rate was 10°C/min, under a nitrogen atmosphere. 
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Storage. The films with a combination of 2% TEO:REO in solution were stored at 5, 20, 
33°C (T5, T20, T33) and relative humidity 75% (H75).  Control films were prepared 
identically but without the addition of essential oils (EOs). The physical properties of every 
film were evaluated after two and four weeks. 
 
Statistical Analysis. Analysis of multiple-range tests were used to perform statistical 
analysis on all results, using Statgraphics® Centurion XV (StatPoint Technologies Inc, 
Warrenton, Virginia, USA). Differences between means were considered to be significant 
when p ≤ 0.05.  
 
4.4 Results and discussion 
 
The effect of essential oils addition on the properties of solutions 
The pH solutions range was between 3.94 and 5.9. However, the addition of essential oils 
did not modify the pH. Additionally, the turbidity increased from 0.43±0.15 to 2.74±0.16 
(a.u.) due to the essential inclusion of the oils, results that suggest a slight phase 
separation on the chitosan dispersion [33]. 
 
The effect of essential oils addition on the antimicrobial properties 
The antimicrobial activity of chitosan dissolutions and films improved with EOs against E. 
coli, S. enteritidis, S. aerus, L. monocytogenes and B. cereus was studied. This property 
was measured based on clear zone surrounding the circular film including diameter of the 
film strips. If there is no clear zone surrounding the film, then it should be assumed that 
there was not an inhibitory zone.  
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According to Pranoto et al. [13], chitosan has antimicrobial activity itself. Additionally, the 
incorporation of antimicrobial agents into chitosan edible film improves antimicrobial 
efficacy of chitosan. However, the films with essential oil inclusion did not show an 
antimicrobial activity significantly against strains, even though the results of antibiotic 
inclusion on the film were positive (results had not been showed). According to Coma et 
al. [34], chitosan is incapable of diffusion through the adjacent agar media because only 
the organism in direct contact with the active sites of chitosan is inhibited. 
The main components of the rosemary essential oil are Eucalyptol (39.6%), Camphor 
(19%), α-pinene (4.8%), Thymol (52.9%) and p-cymene (34.0%), whereas the main 
components of the thyme essential oil are Thymol (52.9%) and p-Cymene (34.0%) [35]. 
These components can inhibit microorganism growth but the incorporating of EOs into 
chitosan solutions. The incorporation of 1:1 p/p (REO:TEO) slightly increased the 
inhibitory effect of chitosan solutions against S. enteritidis due to a synergic effect (Table 
I).  
Table 4-1. Antimicrobial activity of edible chitosan disolutions. 
Microorganism  Inhibition zone diameter (mm) 
Wells Disks 
S. aureus C 15,33± 1,53a 10,33± 0,58a 
TR1 18,33± 0,58a 15,67± 2,08b 
A 53,67± 1,53c 31± 1,73c 
R 17,33± 0,58a NT 
T 45± 5b NT 
B. cereus C 11± 1a 7,67± 0,58a 
TR1 13,3± 1,15ab 10± 2,65ab 
A 44± 3,61d 29± 1c 
R 16,33± 1,53b NT 
T 27± 2c NT 
L. monocytogenes C 8± 1a 8,66± 0,58a 
TR1 12± 1a 10± 1ab 
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A 36,67±  8,33b 11± 1b 
R 12,33± 0,58a NT 
T 46± 3,61c NT 
E. coli C 11± 1a 8± 1a 
TR1 15± 1a 9,33± 0,58ab 
A 40± 7c 17,33± 2,52c 
R 10,67± 1,15a NT 
T 32,33± 2,52b NT 
S. enteritidis C 11,33± 0,58a 8,33± 0,58a 
TR1 15,33± 0,58a 9,66± 0,58ab 
A 35,67± 5,13c 17,67± 2,52c 
R 14,67± 0,58a NT 
T 29± 3,61b NT 
C: control film without essential oil addition; TR1: film with essential oil inclusion, 1:1 p/p 
(REO:TEO); A: antibiotic; R: Rosemary essential oil; T: thyme essential oil; NR: not 
registered. The values are expressed as means ± SD (n = 3). Means in columns with 
different superscripts are significantly different at p < 0.05. NT: not tested. 
Additionally, the results showed that the essential oil with best inhibition against all strains 
was TEO whereas the REO has a slightly inhibitory effect against B. cereus (Fig. 4-1). 
According to Gutierrez et al. [35], lower concentrations of TEO have the same 
microbiological inhibition than higher concentrations of REO and the combinations of TEO 
and REO presented a synergistic activity. 
 
Figure 4-1. Antimicrobial inhibition comparing microorganisms. 
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 The values are expressed as means ± SD (n = 3). SA: Staphylococcus aureus, BC: Bacillus cereus , LM: 
Listeria monocytogenes, EC: Escherichia coli, SE: Salmonella enteriditis 
 
Effect of storage and essential oil addition on the physical properties of films 
Thickness. The thickness of the films is shown on the Fig. 4-1. It ranged from 0.063 to 
0.1078 mm, indicating that the thickness of the films was significantly lower (p < 0.05) due 
to essential oils inclusion. Film thickness was dependent of the film composition [36]. 
These results agree with those of Sanchez-Gonzalez et al. [37], where thickness was 
influenced for the film composition, however they are opposite of the results from Hosseini 
et al. [30], who did not find differences on the film thickness.  The storage decreased 
the thickness of chitosan films without essential oil addition. However, thickness of 
chitosan films with essential oil addition was stable. It was only until the fourth week that 
the highest temperature showed a significantly effect on control chitosan films. 
 
Figure 4-2. Thickness of chitosan films. Data are the mean of determinations made in ten repetitions in three 
sample (n = 30). 
Tensile strength and elongation. The addition of EOs does not affect the tensile 
strength or the deformation at break. However, the mechanical response of the films 
during storage presented different trends (Fig. 4-2 and Fig. 4-3). The %E parameter 
decreased significantly with the storage. However, there were not significantly differences 
on time effect between samples on the second and fourth weeks. The higher 
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temperatures during storage decreased significantly the elongation at break. Additionally, 
they also increased the tensile strength of control chitosan films at the fourth week. 
 
Figure 4-3. Elongation at break of chitosan films. Data are the mean of determinations made in ten samples 
(n = 10). 
 
Figure 4-4. Tensile strength of chitosan films. Data are the mean of determinations made in ten samples (n = 
10). 
 
Puncture strength and deformation. These mechanical properties assure the 
packaging integrity and the conservation of the barrier properties avoiding damages by 
penetration. The essential oil inclusion did not affect the puncture deformation but it 
increased the puncture strength (Fig. 4-4 and Fig. 4-5). The puncture deformation (PD) of 
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films was significantly higher (p> 0.05) due to the storage. Additionally, the highest 
temperature of storage increased the puncture strength for films with and without 
essential oil incorporation.   
 
Figure 4-5. Puncture deformation. Data are the mean of determinations made in triplicate (n = 3). 
 
Figure 4-6. Puncture strength. Data are the mean of determinations made in triplicate (n = 3). 
Moisture Content. The addition of the essential oils decreased the moisture content 
value significantly even during storage (Fig. 4-6), which is attributed to an increase in 
hydrophobicity of films. According to Hosseini et al. [30], the essential oil inclusion causes 
the formation of covalent bonds between the functional groups of chitosan chains. This 
phenomenon leads to a decrease in the availability of hydroxyl and amino groups and 
limits the interactions between polysaccharide and water by hydrogen bonding. The 
higher temperatures increased the moisture content for samples with essential oil 
Physical and microbiological evaluation of chitosan films: effect of essential 
oils and storage 
91 
 
inclusion. These results confirm that chitosan films behaved as a hydrophilic membrane. 
During storage, the water molecules interact with the cationic chitosan molecules of the 
polymeric matrix. This phenomenon increases the water-holding capacity, the absorption 
of water molecules, and therefore the moisture content [22], [29], [38]. These changes 
occur particularly before the second week. 
 
Figure 4-7. Moisture of chitosan films. Data are the mean of determinations made in triplicate (n = 3). 
 
Water resistance. This property is important in food industry applications because the 
packaging must protect the food while it is in contact with water or foods with a high water 
activity [31]. The results presented in Fig. 4-7 showed that chitosan film presented a low 
solubility value which is similar to that reported by Ojagh et al. [31]. However, when the 
EOs were added to the film, a significant increase in water solubility was observed. 
However, this result was in contrast with the results of Abdollahi et al. [39] that showed 
chitosan/rosemary essential oil had more water resistance compared to neat chitosan 
film.  
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Figure 4-8. Water resistance of chitosan films. Data are the mean of determinations made in triplicate (n = 3). 
 
On the other hand, the chitosan films could suffer a swelling due to higher temperatures 
(Fig. 4-7). According to Murray & Dutcher [38], the chitosan films are in a hydrogel state 
because it traps the water molecules when they are exposed to air with high humidity. 
This phenomenon produces changes in the polymer structure that occur in response to 
stresses generated within the film. The results demonstrated that some higher 
temperatures produced an increase of the water resistance property. According to Nud’ga 
et al. [24], storage of chitosan films produces a slow reacetylation of amino groups, and 
consequently the films lose solubility in water and acetic acid. 
 
Swelling index. This property predicts the maintenance of quality during packaging and 
storage of food product [40]. In some cases, a higher swelling index can be desirable to 
absorb extra water from outer surface of food with high moisture [11]. No significant 
changes were observed for the essential oil inclusion on chitosan films (p < 0.05) (Fig. 4-
8). However, the result contrasted with Mayachiew et al. [39] that assured that the 
swelling index decreased with an increase in the extract concentration. These differences 
probably occurred due to the extract and a lower quantity of essential oils used.  
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On the other hand, the results indicated that the swelling index decreased with the time 
storage (Fig. 4-8). When the hydrophilic films are stored at high humidity, some changes 
in the microstructure of the film occur and open up the polymer structure to increase the 
water interactions [41].  
 
Figure 4-9. Swelling index of chitosan films. Data are the mean of determinations made in triplicate (n = 3). 
 
Color. Color is important because it directly affects consumer acceptability [26]. The 
results are presented in CIELAB rectangular coordinate system with (L*, a*, b*, ΔE, C and 
H).  
The addition of essential oils reduced the L* even when the films were stored for four 
weeks (Fig. 4-9). Similar results were obtained by Du et al. [42] and by Moradi et al. [11], 
who concluded that the concentration of essential oils from cinnamon extract and grape 
decrease the lightness and transparency of the films. Sanchez-Gonzalez et al. [43], 
defined that the inclusion of thyme essential oil decreased the surface lightness by the 
increasing of the roughness and the irregularities due to migration of oil to the surface. 
94 Evaluación del comportamiento de películas comestibles de quitosano almacenadas 
bajo condiciones controladas 
 
 
Figure 4-10. L* value of chitosan films measured over standard white patron by reflection with specular 
component included (RSIN). Data are the mean of determinations made in ten repetitions in three sample (n = 
30). 
 
Additionally, the increasing of time and temperature during storage decreased the values 
of L*. The chitosan films became matt by the reduction in lightness. This effect is probably 
due to the exchange on the molecular structure and chemical composition of chitosan 
[25], [28]. These results were similar to those obtained by Duan et al. [44], who concluded 
that an increasing of time and temperature during storage induced the darkening on 
chitosan solutions. 
 
On the other hand, the inclusion of essential oils, time, and temperature during storage 
incremented the a* and b* values (Fig. 4-10 and 4-11). The thyme essential oil inclusion 
increased the yellowness of the films without sensory change on the overall appearance 
[11]. According to Fernandez-Sainz et al. [28], the increasing of the b* value on the stored 
chitosan films suggests that the films became yellower by non-enzymatic browning. 
According to Cuq et al. [45], they concluded that the effect of non-enzymatic darkening 
was more intense after the first week of storage and until the fifth week. However, some 
studies reported no significant differences in the color properties for films that still were 
stored for 16 weeks [29]. 
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Figure 4-11. a* value of chitosan films measured over standard white patron by reflection with specular 
component included (RSIN). Data are the mean of determinations made in ten repetitions in three sample (n = 
30). 
 
Figure 4-12. b* value of chitosan films measured over standard white patron by reflection with specular 
component included (RSIN). Data are the mean of determinations made in ten repetitions in three sample (n = 
30). 
 
The essential oils inclusion increased the color difference (ΔE) significantly just on the 
stored samples at the highest temperature. Additionally, the time and temperature 
increasing during storage caused higher color difference (Fig. 4-12). This phenomenon is 
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attributed to the slight decrease of the parameter L* and the slight increase of the 
parameter b* (42). 
 
Figure 4-13. ΔE of chitosan films measured over standard white patron by reflection with specular component 
included (RSIN). Data are the mean of determinations made in ten repetitions in three sample (n = 30). 
 
The chrome value indicates the degree of saturation of color and is proportional to the 
strength of the color. The chrome increased significantly due to the the essential oil 
inclusion during storage at high temperatures (Fig. 4-13).  
 
Figure 4-14. Chrome measured over standard white patron by reflection with specular component included 
(RSIN). Data are the mean of determinations made in ten repetitions in three sample (n = 30). 
 
Physical and microbiological evaluation of chitosan films: effect of essential 
oils and storage 
97 
 
Scanning Electron Microscopy. 
The structure was continuous for the CH film [Fig. 4-14(a), (c), (e), (g)] whereas the CH 
film containing essential oils did not have a homogenous structure [Fig. 4-14(b), (d), (f), 
(h)]. These results are in accordance with the results of other investigators [12], [18], [47]. 
Abdollahi et al. [47] concluded that the incorporation of rosemary essential oil caused a 
loose structure and cracked surface in the chitosan films. This result suggests that EOs 
caused two phases in the polymeric solutions, lipid droplets embedded in a continuous 
polymer network [18]. According to Altiok et al. [12], the fast evaporation of the thyme oil 
incorporated in films caused some bubbles in the upper surface (air-contacting) and it 
formed a porous structure distributed homogeneously. These studies agreed that the size 
and quantity of pores also increased with a higher oil concentration. Additionally, the 
conditions of storage did not show representatives changes on the surface neither in the 
internal structure. The chitosan film without the addition of essential oils had a smooth, 
homogenous, and compact structure without cracking after the storage. However, the 
chitosan films containing essential oils showed a non-homogenous structure even after 
four weeks of storage. 
 
a) 
 
b) 
 
c) 
 
d) 
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e) 
 
f) 
 
g) 
 
h) 
Figure 4-15. SEM micrographs of the cross section of chitosan 
films. a) C (3000x); b) TR1 (5000x); c) CT5(2 weeks) (3000x); 
d) TR1T5(2 weeks) (3000x); e) CT20(two weeks) (3000x), f) 
TR1T20(two weeks) (3000x); g) CT33(four weeks) (3000x); h) 
TR1T33(four weeks) (3000x). 
 
Differential Scanning Calorimetry (DSC). The thermal properties of chitosan films have 
been studied using DSC from -40 to 200ºC (Table 4-2). The DSC thermograms of 
chitosan films were given on the Fig. 4-15. On the Table II, the glass transition 
temperature (Tg) decreased with the essential oil inclusion. Additionally, samples showed 
an endothermic drop was registered between the temperatures of 89º - 144ºC. The 
endothermic effect corresponded to the weight loss and it was attributed to the 
evaporation of water and the solvent traces [48]. The higher crystallization temperature is 
caused by the essential oils inclusion and the increasing of the concentration [12].  
 
Additionally, the temperature had not a clear effect in Tg during storage. However, the 
films with essential oil inclusion had a higher thermal property even during the storage of 
the films. According to Cervera et al. [49], the glass transition depends of crystallinity, the 
amount of water, the degree of deacetylation, and the chain of the macromolecule. The 
conformational changes in the microstructure of the film and the content of water could 
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have modified the thermal properties of films especially in the films with the inclusion of 
essential oils. 
 
Figure 4-16. DSC thermographs of chitosan after four weeks of storage. 
 
Table 4-2. Results of DSC analysis after four weeks of storage. 
Materials Tg(ºC) Tc(ºC) 
C 26,04 89,17 
TR1 17,01 112,5 
CT5 14,57 106,37 
TR1T5 41,57 111,08 
CT20 9,97 101,54 
TR1T20 39,63 103,16 
CT33 11,02 83,33 
TR1T33 26,09 107,02 
 C: control film without essential oil addition; TR1: 
film with essential oil inclusion, 1:1 p/p (REO:TEO); 
T5, T20, T33: 5, 20, 33ºC storage temperatures, 
respectively 
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5. Efecto del almacenamiento sobre 
las propiedades físicas de las 
películas de quitosano. 
5.1 Resumen 
Se estudió el efecto de factores como humedad, temperatura y tiempo de 
almacenamiento sobre las propiedades físicas de las películas de quitosano con y sin 
inclusión de aceites. Se incluyeron aceites de tomillo (TEO) y de romero (REO) en 
proporciones de 0,5:1 y 1:1 v/p (EOS: CH), así como su combinación 50:50 (TEO:REO). 
Las películas formadas se almacenaron a temperaturas de 5, 20, 33°C y humedades 
relativas de 60 y 93% durante cuatro semanas. Las condiciones de almacenamiento 
alteraron las propiedades mecánicas y físicas de las películas, tales como humedad y 
capacidad de retención de agua, debido al comportamiento hidrofílico del polímero, al 
efecto plastificante de las moléculas de agua y a fenómenos de retrogradación 
influenciados por la temperatura y el tiempo de almacenamiento. 
Palabras clave: quitosano, polímeros, películas modificadas, aditivos alimentarios. 
 
5.2 Abstract 
The effect of factors of humidity, temperature and time on the physical properties of 
chitosan films with and without the thyme and rosemary essential oils inclusion was 
studied. The thyme (TEO) and rosemary (REO) essential oils were included in 0.5:1 and 
1:1 v/w (EOs:CH), as well as their combination 50:50 (TEO:REO). The films were stored 
at temperatures of 5, 20, 33°C and relative humidities of 60 and 93% during four weeks. 
Storage conditions modify the physical properties of the films due to their hydrophilic 
behavior, the plasticizing effect of the water molecules and he retrogradation phenomena 
influenced by storage temperature and time. 
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Keywords: chitosan, polymers, modified films, food additives. 
 
5.3 Introducción 
El quitosano (CH) (poli-(1,4)-2-amino-2-desoxi-PD-glucosa) se obtiene a partir del 
proceso de desacetilación de la quitina (poli-(1,4)-2-acetamida-2-PD-desoxi-glucosa) por 
métodos enzimáticos o químicos. Los grupos acetilamida de la quitina se hidrolizan por 
un mecanismo de sustitución nucleofílica.  
 
Los recientes avances en envases y empaques se han enfocado en el estudio de la 
inclusión de diferentes compuestos químicos para mejorar las propiedades de las 
películas de CH (4-9). Los aceites esenciales han sustituido a los antioxidantes sintéticos 
(10). Estos han sido incluidos en matrices poliméricas de CH para mejorar sus 
propiedades antimicrobianas y antioxidantes. 
 
Adicionalmente, las condiciones de almacenamiento, como la humedad, la temperatura y 
el tiempo pueden modificar las propiedades mecánicas y de barrera de las películas (27, 
28). Esto podría ser debido a los cambios tales como la recristalización del CH, la pérdida 
de humedad y la disminución de la concentración del plastificante, la lenta reacetilación 
de los grupos amino, los cambios de volumen libre, y otros (29-31). 
 
Las propiedades de deformación-fuerza de las películas disminuyen con el aumento del 
tiempo de almacenamiento (30, 32). Sin embargo, la temperatura y la humedad ejercen 
una mayor influencia en las propiedades mecánicas (31, 33). Por otra parte, propiedades 
de color y permeabilidad al oxígeno de las películas no cambian a menos que se 
almacenan por debajo de 0°C (32).  
 
Las propiedades físicas de las películas influencian la afectividad de la aplicación de 
estos empaques en el campo de los alimentos y por consiguiente la calidad del alimento 
almacenado. Las propiedades mecánicas aseguran la integridad y la conservación de los 
empaques, mientras que las propiedades tales como la humedad, la resistencia al agua, 
la permeabilidad al vapor de agua y la capacidad de hinchamiento son importantes 
porque determinan la protección que se le brinda al alimento mientras que este está en 
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contacto con el agua, así como la calidad del envase o empaque cuando se aplica en 
alimentos con una alta actividad de agua.  
 
El objetivo de este artículo es determinar el efecto de factores como humedad, 
temperatura y tiempo de almacenamiento sobre las propiedades físicas de las películas 
de quitosano con y sin inclusión de aceites esenciales. 
 
5.4 Materiales y métodos 
 
Preparación de las películas 
El quitosano marca Kitoflokk™, grado de desacetilación medio (80%) y bajo peso 
molecular (viscosidad de 13 cP) fue donado por Norwegian Chitosan, Aspertunet, 
Norway. La disolución de CH (2% p/v) se preparó disolviendo el polímero en soluciones 
acuosas de ácido láctico a una concentración final de 1% v/v utilizando un Ultra-Turrax®. 
Esta solución se filtró posteriormente a temperatura ambiente para eliminar las impurezas 
a través de un filtro cualitativo marca BOECO® (Boeckel Co, Hamburgo, Alemania) y se 
esterilizó a 100°C durante 15 min. 
 
Las disoluciones se mezclaron con polisorbato 80 (4% p/p) y glicerol (16% p/p) a 
concentraciones basadas en el peso de quitosano en solución. Los aceites esenciales de 
tomillo (TEO) y romero (REO) se incluyeron en proporciones de 0,5:1 y 1:1 v/p (EOS: 
CH), así como su combinación 50:50 (TEO:REO). Las disoluciones formadoras de 
películas se homogeneizaron a 30.000 rpm durante 5 minutos usando un Ultra-Turrax® y 
se desgasificaron en una cámara de vacío a 25°C. 
 
Todas las películas se prepararon con 10 g de solución asegurando una cantidad de 3,74 
mg de quitosano por cm2. Las películas de control se prepararon de igual forma pero sin 
la adición de aceites esenciales (EOs). Seguidamente se secaron a 30°C durante 65 
horas y las películas obtenidas se analizaron inmediatamente después del secado. 
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Determinación de las propiedades físicas de las películas de quitosano 
 
Espesor. El espesor se determinó usando un micrómetro digital con una precisión de 
0,001 mm (Coolant Proof Micrometer 293, Mitutoyo Measuring Instruments, Kanagawa, 
Japan). Los valores se calcularon como el promedio de al menos 10 mediciones en 
lugares al azar de cada película. 
 
Máximo esfuerzo de tensión y porcentaje de elongación: El equipo TA.XTplus 
Texture Analyzer (Stable Micro Systems, Ltd. Hamilton, MA) fue utilizado para medir el 
máximo esfuerzo de tensión (TS) y el porcentaje de elongación (%E). Las muestras se 
cortaron y se midió el espesor de película según la ASTM D 882-01. El TS (n = 10) se 
calculó dividiendo la carga máxima (máximo esfuerzo registrado) por el área de la 
sección transversal. El %E (n = 10) se calculó dividiendo la distancia de elongación en el 
momento del rompimiento por la longitud inicial de la muestra y multiplicando por 100. 
 
Máximo fuerza de punción y deformación por punción. La máxima fuerza de punción 
(PS) y la deformación por punción (PD) se midieron por triplicado usando un equipo 
TA.XTplus Texture Analyzer (Stable Micro Systems, Ltd. Hamilton, MA). Las películas se 
cortaron en cuadrados de 2 cm. Un punzón cilíndrico de 2 mm de diámetro pasó a través 
de cada película a una velocidad constante (1 mm/s). Se registraron los valores de 
máxima fuerza en el punto de punción. Los valores de PS fueron divididos por el espesor 
de las películas con el fin de corregir el efecto de la variación de espesor. La PD de las 
películas se calculó usando la diferencia de distancia recorrida del punzón durante el 
momento del contacto con la película y el momento en que se registró el rompimiento. 
  
Contenido de humedad. El contenido de humedad de las películas (n = 3) se determinó 
midiendo la pérdida de peso después del secado en un horno a 110°C hasta que la 
muestra seca alcanzó un peso constante. 
 
Capacidad de retención de agua. Las películas cortadas en círculos de 2 centímetros 
de diámetro (n = 3) se pesaron y posteriormente se sumergieron en agua durante 10 
minutos. Seguidamente, se eliminó el exceso de agua en la superficie de las películas 
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con papel filtro y se pesó cada muestra. La capacidad de retención de agua (SI) se 
calculó de acuerdo a Cao et al(37). 
 
Microscopía electrónica de barrido (SEM). Las películas de quitosano fueron 
montadAs en soportes de aluminio y se les aplicó un baño de oro usando el equipo BAL-
TEC SDC-050 (BAL-TEC AG, Balzers, Liechtenstein). Todos los especímenes se 
examinaron con un microscopio electrónico de barrido FEI QUANTA 200 (FEI, Hillsboro, 
Oregón) bajo condiciones de bajo vacío (2 x 10-2 torr). Las muestras fueron fotografiadas 
en diferentes ángulos de inclinación para obtener imágenes de la sección transversal. 
 
Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC). Esta prueba se llevó a cabo usando un 
equipo DSC 2910 modulado (TA Instruments, New Castle, DE) empleando una atmósfera 
de nitrógeno. El rango de la temperatura utilizado fue de -40 a 200ºC. La velocidad de 
calentamiento/enfriamiento fue configurada en 10°C/min. 
 
Almacenamiento. Las películas control y con la inclusión de aceites esenciales fueron 
almacenadas a 5, 20, 33°C y a humedades relativas de 60 y 93%.  Las propiedades 
físicas fueron medidas después de 2 y 4 semanas de almacenamiento. Los parámetros 
de almacenamiento fueron escogidos en base a estudios publicados por otros autores 
 
Análisis estadístico. Se empleó un análisis multifactorial (p<0,05) usando el paquete 
estadístico Statgraphics® Centurion XV (StatPoint Technologies Inc, Warrenton, Virginia, 
USA). 
5.5 Resultados y discusión 
 
Efecto de la adición de los aceites esenciales en las propiedades físicas de las 
películas de quitosano 
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Espesor. Los espesores de las películas se presentan en la Fig. 5-1. El rango varió entre 
0,063 a 0,104 mm. El espesor de la película depende de su composición (43). La 
inclusión de aceites esenciales disminuyó significativamente el espesor.  
 
Figura 5-1. Espesor de las películas de quitosano. Las diferencias estándar entre tratamientos se muestran 
gráficamente indicando las diferencias estadísticamente significativas entre las medias de los tratamientos 
con un nivel de confianza del 95%. 
 
Estos resultados concuerdan con los resultados de Sánchez-González et al(44), los 
cuales concluyeron que el espesor se vio influenciado por la composición de la película. 
Sin embargo, son opuestos a los resultados de Hosseini et al (26), los cuales no 
reportaron diferencias en el espesor de las películas. 
 
Máximo esfuerzo de tensión y porcentaje de elongación. La inclusión de EOs no 
afecta significativamente la resistencia a la tensión ni el porcentaje de elongación. Sin 
embargo, estas variables respuesta  presentan diferentes tendencias (Fig. 5-2 y Fig. 5-
3). Se reportaron valores menores del TS cuando se incrementó la concentración de 
REO y las películas con la concentración más alta de TEO:REO reportaron valores 
significativamente mayores de TS comparados con las películas con inclusión de REO.  
 
Adicionalmente, se presentaron diferencias significativas en el %E de las películas con la 
inclusión de TEO a la concentración más baja y la inclusión de REO a la concentración 
más alta. Los resultados sugieren que la inclusión de REO redujo la capacidad de 
elongación de la película debido al registro de menores valores %E y de TS cuando se 
comparó con la capacidad de elongación de las películas con inclusión de TEO y de la 
combinación TEO:REO. Este fenómeno se pudo presentar debido a discontinuidades 
estructurales en la matriz polimérica. Efectos similares fueron reportados por Sánchez-
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González et al(23) quienes concluyeron que el tipo de aceite esencial afecta las 
propiedades mecánicas de las películas evaluadas. 
               
Figura 5-2. Máximo esfuerzo de tensión de las 
películas de quitosano. 
 
Figura 5-3. Porcentaje de elongación de las 
películas de quitosano. 
Las diferencias estándar entre tratamientos se muestran gráficamente indicando las diferencias 
estadísticamente significativas entre las medias de los tratamientos con un nivel de confianza del 95%. 
 
Máxima fuerza de punción y deformación por punción. Estas propiedades mecánicas 
comprueban la integridad de los empaques bajos la acción de la penetración, lo cual se 
relaciona e influye en la capacidad de conservación de sus propiedades de barrera. La 
PS de las películas no fue significativamente diferente (p> 0,05). Sin embargo, la Fig. 5-4 
muestra que el valor de PD fue significativamente inferior para la muestra con la inclusión 
de 1:1 v/p (TEO:CH) que para la muestra control. Este fenómeno pudo ser producido 
porque la inclusión de TEO en la matriz polimérica podría influir en la formación de una 
estructura cristalina y debilitar las uniones del hidrógeno intermolecular (45). 
 
Contenido de humedad. La inclusión de aceites esenciales de tomillo y de romero 
disminuyó significativamente el contenido de humedad de las películas de quitosano 
(p<0,05), lo cual se atribuyó a un aumento de la hidrofobicidad de las películas. Cuando 
la concentración del aceite esencial de tomillo aumentó hasta 1:1 v/p (TEO:CH), el 
contenido de humedad de las películas disminuyó significativamente (p<0,05) (Fig. 5-5). 
Según Hosseini et al(26), la inclusión de aceites esenciales provoca la formación de 
enlaces covalentes entre los grupos funcionales de las cadenas de quitosano. Este 
fenómeno conduce a una disminución en la disponibilidad de grupos hidroxilo y amino y 
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limita las interacciones entre los polisacáridos y el agua por la formación de enlaces de 
hidrógeno. 
 
Resistencia al agua. Esta propiedad es importante en la industria de alimentos ya que el 
envase y/o empaque protege al alimento cuando éste está en contacto con agua o 
cuando el alimento posee una actividad de agua alta (22). Los resultados presentados en 
la Fig. 5-6 mostraron que la película de quitosano presenta un baja solubilidad en agua, 
resultados similares a los reportados por Ojagh et al(22). Sin embargo, se observó un 
aumento significativo de la solubilidad cuando los EOs fueron incluidos en las películas 
de quitosano (Fig. 5-6). Los resultados obtenidos fueron contradictorios cuando fueron 
comparados con los resultados de Abdollahi et al(24), los cuales demostraron que la 
inclusión de aceite esencial de romero en películas de quitosano aumenta su resistencia 
al agua. 
 
Capacidad de retención de agua. Esta propiedad predice la conservación de la calidad 
del empaque durante el envasado y el almacenamiento de productos alimenticios (46). 
En algunos casos, una capacidad de retención de agua mayor, puede ser deseable para 
absorber el exceso de agua en la superficie de los alimentos con alto contenido de 
humedad (11).  
 
No se observaron cambios significativos de SI debido a la inclusión de REO y de TEO en 
películas de quitosano (p<0,05) (Fig. 5-7). Sin embargo, este resultado contrasta con los 
resultados de Mayachiew et al(24), los cuales demostraron que la capacidad de retención 
de agua disminuyó con el aumento de la concentración del extracto incluido. Estas 
diferencias probablemente se produjeron debido al tipo de compuesto incluido y a las 
diferentes cantidades de aceites esenciales utilizadas para las pruebas.   
 
Por otra parte, la inclusión de la combinaión TEO:REO, incrementó la pérdida de la 
integridad de las películas, las cuales presentaron una excelente capacidad de retención 
de agua. Según Moradi et al(11), esta tendencia se puede atribuir al aumento entre las 
interacciones intermoleculares entre los compuestos fenólicos de los aceites esenciales y 
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la matriz polimérica de quitosano, lo cual puede causar una discontinuidad de la 
estructura interna de la película y modificar sus propiedades de hidroficidad. 
 
Figura 5-4. Deformación por punción de las películas 
de quitosano. 
 
Figura 5-5. Contenido de humedad de las 
películas de quitosano. 
 
Figura 5-6. Resistencia al agua de las películas de 
quitosano 
 
Figura 5-7. Capacidad de retención de agua de 
las películas de quitosano. 
 
Las diferencias estándar entre tratamientos se muestran gráficamente indicando las diferencias 
estadísticamente significativas entre las medias de los tratamientos con un nivel de confianza del 95%. 
 
Permeabilidad al vapor de agua (WVP). El efecto de la inclusión de aceites esenciales 
sobre la WVP de las películas de CH se presenta en la Fig. 5-8. Se observa que la 
inclusión de TEO, REO y la combinación TEO:REO, afectó significativamente esta 
propiedad. Los resultados demostraron que la WVP de las películas de control fue de 
7,5x10-13 gm-1s-1Pa-1, valor que disminuyó significativamente (p<0,05) cuando los aceites 
esenciales fueron incorporados en las películas de quitosano. Sin embargo, no se 
 
 
 
 
114 Evaluación del comportamiento de películas comestibles de quitosano almacenadas 
bajo condiciones controladas 
 
observaron diferencias significativas entre las WVP de las películas que contenían 
diferentes concentraciones de TEO, REO y sus combinaciones TEO:REO. 
 
La inclusión de los aceites esenciales disminuyó la WVP de las películas de quitosano. 
Según Abdollahi et al(47), este fenómeno podría ocurrir por la limitación de la 
disponibilidad de grupos de hidrógeno para formar uniones hidrofílicas con el vapor de 
agua en contacto con la película. La disminución de la disponibilidad de los grupos de 
hidrógeno es causada por la formación de puentes de hidrógeno y enlaces covalentes 
entre el quitosano y los componentes de los EOs (22). 
 
Figura 5-8. Permeabilidad al vapor de agua de películas de quitosano. 
 
Las diferencias estándar entre tratamientos se muestran gráficamente indicando las diferencias 
estadísticamente significativas entre las medias de los tratamientos con un nivel de confianza del 95%. 
 
Microscopía electrónica de barrido (SEM).  
 
La estructura interna de la películas de quitosano sin inclusión de aceites esenciales fue 
continua (Fig. 5-9a), mientras que las películas de quitosano con inclusión de OEs no 
presentaron una estructura homogénea (Fig. 5-9b, c, d, e, f, g). Resultados similares 
fueron obtenidos en anteriores investigaciones (12, 18, 47). Según Abdollahi et al(47), la 
incorporación del aceite esencial de romero provocó la obtención de películas de 
quitosano con estructuras más flexibles y superficies agrietadas. Estos resultados 
sugieren que la inclusión de EOs causa una separación de fases en las soluciones 
poliméricas correspondiente a las gotitas de aceites esenciales incorporadas en una red 
 
Efecto del almacenamiento sobre las propiedades físicas de las películas de 
quitosano 
115 
 
polimérica continua (18). Según Altiok et al(12), la evaporación rápida del aceite de 
tomillo incorporado en las películas poliméricas, provocó la formación de burbujas en la 
superficie de las películas, así como la formación de una estructura porosa distribuida 
homogéneamente. Los estudios reportados por otros autores coincidieron que el tamaño 
y la cantidad de poros también aumentaron con el incremento de la concentración de los 
aceites esenciales incluidos en las películas. 
 
 
a) 
 
b) 
 
c) 
 
d) 
 
e) 
 
f) 
 
 
g) 
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Figura 5-910. Micrografías de la sección transversal de las películas de quitosano por SEM. a) C (3000x); b) T0,5 
(3000x); c) T1 (5000x); d) R0,5 (5000x); e) R1 (5000x), f) TR0,5 (5000x); g) TR1 (1000x). 
 
Calorimetría diferencial de barrido (DSC). Las propiedades térmicas de las películas 
de quitosano fueron estudiadas empleando el método de DSC en un rango de 
temperaturas entre -40 hasta 200 ºC (Tabla 5-1). Los termogramas se presentaron en la 
Fig. 5-10.  
 
Tabla 5-1. Resultados del análisis por DSC. 
Materials Tg(ºC) Tc(ºC) 
C 26,04 89,17 
T0,5 42,56 130,55 
T1 16,01 143,7 
R0,5 32,38 94,78 
R1 17,34 104,81 
TR0,5 14,61 100,16 
TR1 17,01 112,5 
 
 
La temperatura de transición vítrea (Tg) no demostró un comportamiento térmico estable 
debido a que esta propiedad depende de muchos factores que influyen principalmente en 
la movilidad de las cadenas del polisacárido y en la estructura de la fase del sistema (48). 
Sin embargo, los resultados presentaron un pico endotérmico centrado en las 
temperaturas entre 89 a 144 ºC. El efecto endotérmico se puede atribuir a la pérdida de 
peso por la evaporación del agua y de las trazas de disolvente (49). La temperatura de 
cristalización más alta es causada por la inclusión de los aceites esenciales, así como al 
aumento de sus concentraciones (12). 
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Espesor. El espesor no fue afectado por los cambios de humedad ni de temperatura. 
Durante el almacenamiento, el espesor de las películas con inclusión de aceites 
esenciales disminuyo las diferencias entre los espesores de las películas evaluadas 
durante el almacenamiento (Fig. 5-11).  
 
Figura 5-11. Termogramas de las películas obtenidos por 
DSC. 
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Figura 5-12. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre el espesor de las películas. 
 
Contenido de humedad. Se registraron valores de contenido de humedad más altos, 
cuando la incrementó la humedad de almacenamiento (Figura 5-12). Se deduce que las 
películas de quitosano se comportaron como una membrana hidrófila. Durante el 
almacenamiento, las moléculas de agua interactuaron con las moléculas catiónicas de la 
matriz polimérica. Este fenómeno aumentó la capacidad de retención y la absorción de 
agua y por consiguiente, el contenido de humedad de las películas (29, 36, 50). A pesar 
que el almacenamiento aumentó el contenido de humedad, no se registraron diferencias 
significativas entre los dos diferentes tipos de películas y el tiempo de almacenamiento 
de dos y cuatro semanas. 
 
Figura 5-13. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre el contenido de humedad de las películas. 
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Máximo esfuerzo de tensión y porcentaje de elongación. No se registraron 
diferencias significativas del máximo esfuerzo de tensión entre las películas evaluadas 
(28, 31, 36, 51). Sin embargo, el porcentaje de elongación de las películas fue afectado 
por la humedad de almacenamiento (Fig. 5-13). Estos resultados se relacionan con el 
aumento del contenido de humedad de las películas, el cual ejerció un efecto de 
plastificación en las películas (30, 36).  
Por otra parte, las películas sin almacenamiento presentaron un porcentaje de elongación 
menor (52). Sin embargo, el tiempo de almacenamiento no evidenció un efecto 
significativo sobre esta propiedad.  
  
 
Figura 5-14. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre el máximo esfuerzo de tensión de las 
películas. 
 
Máxima fuerza de punción y deformación por punción. Estas propiedades mecánicas 
dependieron de las condiciones de almacenamiento. Cuando el tiempo y la humedad 
aumentaron, la película de quitosano se tornó más frágil, registrando valores menores de 
resistencia a la punción y de deformación por punción (Fig. 5-14 y Fig. 5-15). Por otra 
parte, los resultados demostraron que el aumento de la temperatura produjo una 
disminución en los valores de deformación por punción. Este último fenómeno puede ser 
atribuido a la transformación gradual de los grupos amino del quitosano en grupos 
acetamida (31). 
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Figura 5-15. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la deformación por punción de las 
películas. 
 
Figura 5-16. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la deformación por punción de las 
películas. 
 
Capacidad de retención de agua. Los resultados indicaron que la capacidad de 
retención de agua disminuyó con el aumento de la humedad y del tiempo de 
almacenamiento (Figuras 5-16). El almacenamiento de las películas de quitosano a altas 
humedades provocó el aumento del contenido de humedad de las películas y 
consecuentemente, el descenso de la capacidad de retención de agua. Según Murray & 
Dutcher(50), las películas de quitosano están en un estado de hidrogel porque atrapan 
las moléculas de agua cuando se exponen al aire con alta humedad relativa, lo cual 
genera cambios en la microestructura del polímero (53).  
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Figura 5-17. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la capacidad de retención de agua de las 
películas. 
 
Microscopía electrónica de barrido. Los resultados de los ensayos se registraron en la 
Figura 5-17 (a, b, c, d, e, f). Los resultados registraron que las condiciones de 
almacenamiento no modificaron notoriamente la superficie ni la estructura interna de las 
películas. Las película control, sin la adición de aceites esenciales, se caracterizaron por 
tener una estructura homogénea, compacta y sin grietas. En contraste, las películas de 
quitosano con la inclusión de EOs, poseían una estructura no homogénea incluso 
después de cuatro semanas de almacenamiento.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efecto del almacenamiento sobre las propiedades físicas de las películas de 
quitosano 
121 
 
 
a) 
 
b) 
 
c) 
 
d) 
 
e) 
 
f) 
Figura 5-18. Micrografías de la sección transversal de las películas de quitosano almacenadas. a) C T5H93S2 
(3000x); b) C T20H60S2 (1000x); c) TR1 T33H93S2 (3000x); d) TR1 T5H60S4 (3000x); e) TR1 T33H60S4 
(1000x), f) TR1 T33H93S4 (1000x). 
 
Calorimetría diferencial de barrido (DSC).  
 
Los resultados no demostraron un efecto notorio de la temperatura y de la humedad de 
almacenamiento sobre la Tg. Sin embargo, las películas con inclusión de los aceites 
esenciales registraron valores mayores incluso durante el almacenamiento (Tabla 5-1). 
Según Cervera et al.(54), la temperatura de transición vítrea depende de la cristalinidad, 
la cantidad de agua, el grado de desacetilación del quitosano y las interacciones 
macromoleculares. Así que, los cambios conformacionales en la microestructura de la 
película y el contenido de agua podrían haber modificado las propiedades térmicas de las 
películas, especialmente en las películas con la inclusión de los aceites esenciales 
(Figuras 5-18 y 5.19). 
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Figura 5-19. Termogramas de las películas control 
(C). 
 
 
Figura 5-20. Termogramas de las películas con 
inclusión de la combinación TEO:REO 1:1. 
 
Tabla 5-2. Resultados del análisis de DSC para las películas almacenadas. 
  Tg(ºC) Tc(ºC) 
Condiciones de 
almacenamiento 
Humedad 
Temperatura  60 93 60 93 
5 
C 12,88 31,80 113,15 82,37 
TR1 33,95 49,35 105,09 96,97 
20 
C 10,38 14,51 106,42 99,13 
TR1 41,22 37,09 116,34 106,59 
33 
C 9,34 17,28 88,57 64,54 
TR1 8,49 33,96 110,42 84,36 
 
5.6 Conclusiones 
La inclusión de aceites esenciales afectó notablemente la estructura interna de las 
películas de quitosano, sin embargo no fueron observados cambios notorios por efecto 
del almacenamiento.  
 
Por otra parte, el incremento de la humedad de almacenamiento aumentó el porcentaje 
de elongación, sin embargo disminuyó la fuerza máxima de punción, la deformación por 
punción y la capacidad de retención de agua. Las películas almacenadas a bajas 
temperaturas reportaron mayores valores de capacidad de retención de agua y 
porcentaje de elongación. Este comportamiento pudo deberse a cambios químicos, tales 
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como las interacciones moleculares entre la matriz polimérica y el agua contenida en el 
aire circundante y a la reacetilación de los grupos amino del quitosano. 
 
La modificación de las propiedades físicas de las películas de quitosano cuando fueron 
almacenadas a un porcentaje de humedad alto, así como su carácter hidrófilo limita 
considerablemente su aplicación en el campo de empaques para alimentos. 
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6. Efeito da inclusão de óleos 
essenciais e do armazenamento 
sobre a cor de filmes de 
quitosana.  
 
 
6.1 Resumo 
Este trabalho teve como objetivo determinar o efeito da inclusão de óleos essenciais 
(EOs) e do armazenamento na cor dos filmes de quitosana (CH) para os parâmetros de 
L*, a*, b* e ΔE. As dissoluções do polímero foram preparadas usando quitosana, 
polissorbato 80 e glicerol em soluções aquosas de acido lático. Os óleos essenciais de 
tomilho (TEO) e alecrim (REO) foram incluídos em concentrações de 0,5:1 e 1:1 p/p 
(EOs:CH), assim como suas combinações 50/50 (TEO:REO). Os filmes foram 
armazenados a temperaturas de 5, 20, 33°C e umidade relativa de 60, 75, 93% durante 
quatro semanas. Os parâmetros da cor foram determinados por refletância com 
componente especular incluído (RSIN) e por refletância com componente especular 
excluído (RSEX), usando seis padrões de fundos diferentes. A adição de óleos 
essenciais e o armazenamento alteraram estes parâmetros. Além disso, as variáveis 
resposta também são influenciadas pelo padrão de fundo utilizado. A maioria dos 
resultados obtidos determina que a inclusão e o aumento da concentração de óleos 
essenciais, assim como o aumento do tempo, da temperatura e da umidade incrementam 
a diferença de cor (ΔE) pela leve diminuição do parâmetro L* e ao leve incremento do 
parâmetro b*. 
 
Palavras-chave: quitosana, polímeros modificados, aditivos alimentares. 
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6.2 Abstract 
The aim of this study was determine the effect of the thyme and rosemary essential oils 
(EOs) inclusion and the storage on the chitosan (CH) films color for the parameters L*, a*, 
b* and ΔE. The film forming solution was prepared by dissolving chitosan, polisorbate 80 
and glycerol  on aqueous lactic acid solutions. The thyme (TEO) and rosemary (REO) 
essential oils were included in 0.5:1 and 1:1 v/p (EOs:CH), as well as their combination 
50:50 (TEO:REO). The films were stored at temperatures of 5, 20, 33°C and relative 
humidities of 60, 75, 93% during four weeks. The color parameters were determined by 
reflectance with included specular component (RSIN) and reflectance with excluded 
specular component (RSEX) using six different standard backdrops. The essential oils 
addition and the storage changed some evaluated parameters. Furthermore, the 
response variable was also influenced by the standard backdrops. Most of the results 
provides that the inclusion and the concentration increasing of the essential oils, as well 
as the increasing of time, temperature and humidity also incremented the color difference 
(ΔE) for the slight decrease of the parameter L* and the slight increase of the parameter 
b*. 
 
Keywords: chitosan, modified polymers, food additives. 
 
6.3 Introdução. 
 
A quitosana (CH) (poli-(1,4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose) é obtida a partir de um processo 
de desacetilação da quitina (poli-(1,4)-2-acetamida-2-PD-desoxi-glicose) pelos métodos 
enzimáticos ou químicos. Os avanços recentes têm-se centrado na inclusão de 
compostos químicos nas embalagens que melhoram as propriedades dos filmes de CH 
[1-6]. Os óleos essenciais são incluídos nas matrizes poliméricas de CH para melhorar as 
suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes [7, 8]. A natureza não polar do óleo 
essencial e as interações entre os componentes do óleo e da matriz polimérica podem 
gerar uma diminuição do brilho e da transparência das películas, devido à rugosidade da 
Efeito da inclusão de óleos essenciais e do armazenamento sobre a cor de 
filmes de quitosana 
131 
 
superfície apresentada pelo fenômeno de floculação das gotas de óleo durante a 
secagem [7, 9, 10]. 
As condições de armazenamento como a umidade, a temperatura e o tempo, modificam 
as propriedades físicas dos filmes [11, 12]. Isto pode ser devido à recristalização das 
moléculas de CH, à perda de umidade e de plastificante na matriz polimérica, à lenta 
reacetilação dos grupos amino e as variações do volume livre [13-15]. Além disso, as 
propriedades como luminosidade diminui e o valor de b* aumenta, devido as reações de 
obscurecimento não enzimático [16]. 
A aplicação dos óleos essenciais e dos recobrimentos da quitosana nos alimentos 
prolonga a sua vida útil até em onze dias em peito do peru embalado ao vácuo e em dois 
dias em frango cozido embalado ao vácuo. Esses compostos demonstraram efeitos 
antimicrobianos e antioxidantes sem afetar negativamente as propriedades sensoriais 
[16, 17]. [16, 17]. Além disso, a aplicação de recobrimentos em alimentos previne a 
descoloração durante o armazenamento [18-24], porém a maioria dos estudos não 
reportam mudanças na cor [20-24]. Só alguns estudos reportam que a luminosidade 
muda, por exemplo, quando são aplicados sobre a casca de ovo e à superfície de filé de 
salmão [18, 19]. No entanto, outros estúdios determinaram que a aplicação de quitosana 
favorecesse os atributos sensoriais de qualidade de morangos recobertos, tais como a 
aparência externa, a aceitabilidade visual e a redução do obscurecimento das amostras, 
além de diminuir as mudanças da cor na pele de mamão e aumentar a luminosidade da 
casca de ovos durante 5 semanas de armazenamento [25-27]. 
Alguns autores tem identificado que os filmes de quitosana são altamente translúcidos, 
porém alguns deles apresentam uma aparência ligeiramente amarelada [28, 29]. Quando 
os recobrimentos comestíveis são aplicados sobre a superfície dos alimentos, a cor é 
medida usando mecanismos de refletância [30-32]. Segundo Lee & Powers [33], as 
mudanças de cor de resinas no modo de transmitância pode ser grosseiramente 
estimadas no modo de refletância [33].  
Quando a cor de materiais translúcidos é medida por reflexão, o fundo sobre o qual são 
aplicados e a sua espessura podem influenciar consideravelmente a cor que é observada 
[34-36]. Segundo Sánchez-Zapata et al. [35], a cor do patê do atum somente muda 
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quando é medida sobre superfícies de cerâmica y plástico brancos para as menores 
espessuras.  
A cor é importante porque afeta diretamente a aceitabilidade dos consumidores [37]. No 
caso de filmes comestíveis, é necessário realizar a caracterização colorimétrica, porque 
se predisse os efeitos da aplicação de filmes comestíveis na cor dos alimentos 
revestidos. 
O objetivo desse artigo foi determinar o efeito da inclusão de óleos essenciais de tomilho 
e alecrim e das condições do armazenamento à temperatura de 5, 20 e 33°C e umidade 
relativa de 60, 75, 93% durante quatro semanas na cor dos filmes de CH sobre um 
padrão de fundo amarelo. 
 
6.4 Experimental. 
 
Preparação dos filmes. A solução foi preparada em meio aquoso de ácido lático (1,0% 
v/v). Quitosana, marca Kitoflokk™, grau de acetilação médio (80%) e baixo peso 
molecular e viscosidade baixa (13 cP), foi adquirida de NorwegianChitosan, Aspertunet, 
Norway e foi adicionada numa concentração 2%, p/v [38] usando um equipamento Ultra-
Turrax®. Essa disolução foi seguidamente filtrada na temperatura ambiente para remover 
as impurezas, usando um filtro qualitativo Boeco® (BoeckelCo., Hamburg, Germany) e foi 
esterilizada a uma temperatura de 121°C durante 15 minutos.  
A dissolução foi misturada com 4% de polissorbato 80 e 16% de glicerol, quantidades 
baseadas no peso do polímero em solução. Os óleos essenciais de tomilho (TEO) e 
alecrim (REO) foram incluídos em proporções de 0,5:1 ou 1:1, baseadas no peso do 
polímero em solução (EOs:CH). Os tratamentos com a mistura de óleos essenciais esses 
foram inclusos na proporção 50/50 (TEO:REO). Cada dissolução foi homogeneizada a 
30,000 rpm durante 5 minutos usando um equipamento Ultra-Turrax® e desgaseificada 
numa câmara de vácuo em temperatura ambiente. Os filmes foram preparados com uma 
solução de 10 gramas por cada placa de petri de 10 cm de diámetro (aproximadamente 
1,27 mg CH/cm2). Os filmes controle foram preparados seguindo o mesmo protocolo, 
Efeito da inclusão de óleos essenciais e do armazenamento sobre a cor de 
filmes de quitosana 
133 
 
mas sem a adição dos EOs. Após, as dissoluções foram secadas a 30 °C durante 65 
horas. 
pH. pH das soluções foram determinados usando um medidor padrão de pH (Orion 
920A, Sigma-Aldrich, CA, EUA). 
Armazenamento. Os filmes obtidos da mistura dos óleos essências (TR1) de tomilho e 
alecrim (combinações 50/50) foram armazenados à temperatura (T) de 5, 20 e 33°C e 
umidade relativa (H) de 60, 75, 93% durante quatro semanas (S).  Os filmes controle 
foram preparados identicamente, mas sem a adição dos óleos essenciais (C). 
Espessura. A espessura foi determinada usando um micrômetro digital com uma 
precisão de 0,001 milímetros (Coolant Proof Micrometer 293, 
Mitutoyo Measuring Instruments, Kanagawa, Japan). Os valores foram calculados como 
a média de 10 medições em cada filme. 
Umidade. A umidade foi determinada medindo a perda de peso após a secagem em 
estufa a 110°C até peso seco constante. 
Determinação da cor dos filmes de quitosana. Os parâmetros de cor foram 
determinados por reflexão utilizando-se um colorímetro COLORQUEST XE (Hunterlab, 
Reston, VI, USA) com iluminante D65 e observador a 10°. As medições foram feitas por 
refletância com componente especular incluído (RSIN) e por refletância com componente 
especular excluído (RSEX). Os valores L* (luminosidade), a* (intensidade de vermelho e 
verde) e b* (intensidade de amarelo e azul), ΔE (diferença de cor) foram obtidos como a 
média de dez medições em cada filme. Para a determinação dos parâmetros, os filmes 
foram sobrepostos a seis padrões de cores diferentes: amarelo (L* = 93,2; a* = -8,28 e b* 
= 33,23), branco (L* = 91,99; a* = -0,75 e b* =1,8), vermelho (L* = 40,35; a* = 39,66 e b* 
= 10,99), rosa (L* = 83,15; a* = 17,39 e b* = 3,23), verde (L* = 56,84; a* = -21,82 e b* = 
9,31) e verde maçã (L* = 89,44; a* = -10,55 e b* = 13,01). Além disso, essas variáveis 
foram analisadas apenas para o fundo amarelo. 
 
Análise Estatística Multivariada. Essa análise foi efetuada usando-se o pacote 
estatístico Statgraphics® Centurion XV (StatPoint Technologies Inc, Warrenton, Virginia, 
USA). As diferenças entre as médias foram considerados significativos quando p≤0,05. 
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6.5 Resultados e Discussões. 
Os pH foram registrados no rango de 4,95 - 5,36 . A adição dos óleos essenciais não 
modificaram o pH das dissoluções.  
 
As espessuras dos filmes foram medidas no rango de 0,063 - 0,104 mm e foram 
apresentadas na Figura 6-1.  A espessura da película depende da sua composição [39]. 
A inclusão dos óleos essenciais diminuiu significativamente a espessura dos filmes. 
Esses resultados concordam com os resultados de González Sánchez et al. [40], que 
concluiu que a espessura foi influenciado pela composição da película. No entanto, eles 
são opostos aos resultados de Hosseini et al. [41] que não reportaram diferenças nas 
espessuras das películas. 
             
Figura 6-1. Espessura e umidade dos filmes. 
 
Efeito da adição dos óleos essências nas propriedades colorimétricas dos filmes. 
O efeito da adição de óleos essenciais, do aumento da concentração destes óleos e do 
patrão de fundo utilizado no parâmetro a* foram apresentados na Fig. 6-2a e na Fig. 6-
2b. Para os padrões vermelho e cor-de-rosa, a inclusão dos óleos essenciais e o 
aumento da concentração diminuem a intensidade do parâmetro a*. Contudo, para os 
padrões amarelo, branco, verde e verde maçã o comportamento é oposto. Este 
comportamento ainda apresenta-se por RSIN e por RSEX. 
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Figura 6-2. a* por RSIN 
 
Figura 6-3. a* por RSEX. 
As letras indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p <0,5). a*: intensidade de vermelho e 
verde, C: mostra controle, tipo y concentração de óleos essenciais: tomilho (T), Alecrim (R), mescla 
tomilho e alecrim (TR). 
 
Analisando-se os resultados dos valores de b* (Figura 6-3a e figura 6-3b), para o 
padrão amarelo nos filmes de tomilho 1:1 (AE:CH), este valor aumenta. Mas nos filmes 
de alecrim 0,5:1 (AE:CH) diminui RSIN e por RSEX. Para o padrão verde maçã, nos 
filmes de alecrim e na mescla de tomilho e alecrim, o valor b* diminui por RSIN, mas por 
RSEX o valor b* aumenta com a inclusão da mescla de tomilho e alecrim. Para o padrão 
cor-de-rosa, o valor b* por RSIN aumenta nos filmes de tomilho 0,5:1 (AE:CH) e na 
mescla TR1:1 (AE:CH), mas por RSEX se mantém estável. Para os padrões verde e 
vermelho, o valor b* por RSIN e por RSEX diminui nos filmes com inclusão de alecrim 
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(AE:CH), assim como nos filmes de tomilho 1:1 (AE:CH). Para o padrão branco, o valor 
b* aumenta com a inclusão de óleos essenciais.  
Estes comportamentos diferentes podem ocorrer devido ao tipo de óleo utilizado. Du et 
al. [30] encontraram diferentes efeitos sobre alguns parâmetros de cor quando óleos 
essenciais de canela e cravo foram incluídos. A inclusão de óleo essencial de tomilho e o 
aumento de sua concentração incrementam levemente o matiz amarelo dos filmes sem 
alterar sensorialmente a aparência geral [7]. 
 
Figura 6-4. b* por RSIN 
 
Figura 6-5. b* por RSEX. 
As letras indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p <0,5). b*: intensidade de amarelo a 
azul, C: mostra controle, tipo y concentração de óleos essenciais: tomilho (T), Alecrim (R), mescla tomilho 
e alecrim (TR). 
 
Além disso, a inclusão de óleos essenciais diminuiu os valores de L*, na maioria dos 
casos. Somente para os padrões vermelho (RSIN e RSEX) e verde por RSEX este 
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comportamento foi oposto (Figura 6-4a e Figura 6-4b). Resultados similares foram 
obtidos por Du et al.[30] e por Moradi et al. [31], em que o aumento da concentração de 
óleos essenciais de canela e extrato de uva diminui a luminosidade e a transparência dos 
filmes. Sanchez-González et al. [32], afirmaram que a inclusão de óleo essencial de 
tomilho diminuiu o brilho superficial pelo incremento da rugosidade e das irregularidades 
devido à migração do óleo à superfície.    
Igualmente, a inclusão e o aumento da concentração de óleos essenciais incrementam a 
diferença de cor (ΔE). Só para o padrão verde este comportamento foi oposto (Figura 6-
5a e figura 6-5b). Este fenômeno é atribuído à leve diminuição do parâmetro L* e ao leve 
incremento do parâmetro b* [33]. 
 
Figura 6-6. L* por RSIN 
 
Figura 6-7 L* por RSEX 
As letras indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p <0,5). L*: luminosidade, C: mostra 
controle, tipo y concentração de óleos essenciais: tomilho (T), Alecrim (R), mescla tomilho e alecrim (TR). 
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Figura 6-8. ΔE por RSIN 
 
Figura 6-9. ΔE por RSEX 
As letras indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p<0,5). ΔE: diferença de cor, C: mostra 
controle, tipo y concentração de óleos essenciais: tomilho(T), alecrim (R), mescla tomilho e alecrim (TR). 
 
Efeito do armazenamento nas propriedades físicas dos filmes 
 
Espessura. A espessura não foi afetada por mudanças na umidade ou temperatura. 
Durante o período de armazenamento, não foram encontradas diferenças significativas 
na espessura dos filmes após a segunda semana de armazenamento. No entanto, foram 
apresentadas diferenças significativas entre as espessuras dos filmes sem 
armazenamento e dos filmes armazenados (Figura 6-6).  
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Figura 6-10. Efeito do armazenamento na espessura dos filmes de quitosana. 
C: mostra controle, TR1: mescla dos óleos essenciais de tomilho e alecrim proporção 1:1 em relação à 
quitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade de 
armazenamento. 
 
Umidade. A umidade aumentou com o aumento do tempo e a umidade de 
armazenamento (Figura 6-7). O filme de quitosana agiu como uma membrana hidrofílica. 
Durante o armazenamento, as moléculas de água interagem com as moléculas 
catiônicas da matriz do polímero. Este fenômeno aumento da capacidade de retenção e 
absorção de água e, portanto, a umidade dos filmes [12, 46, 47].  
 
Figura 6-11. Efeito do armazenamento na umidade dos filmes de quitosana. 
C: mostra controle, TR1: mescla dos óleos essenciais de tomilho e alecrim proporção 1:1 em relação à 
quitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade de 
armazenamento. 
 
Observou-se ligeira diminuição da luminosidade nos filmes com inclusão da mistura dos 
óleos essenciais, ainda quando os filmes foram armazenados durante quatro semanas. 
No entanto, este comportamento foi oposto para o padrão vermelho. Além disso, os 
valores foram registrados maiores valores de L* para RSIN comparados com RSEX 
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(Figura 6-8). O aumento do tempo, da temperatura e da umidade de armazenamento 
diminuíram os valores de L* em todos os padrões testados (Figura 6-8). No patrão 
amarelo, a luminosidade não registrou diferenças significativas entre as umidades de 
75% a 93%, nem entre a segunda e a quarta semana de armazenamento (Figura 6-9).  
 
 
Figura 6-12. Efeito do armazenamento sobre L*. 
A s letras indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p<0,5). L*: luminosidade, C: mostra controle, 
TR1: mescla dos óleos essenciais de tomilho e alecrim proporção 1:1 em relação à quitosana, S: semana de 
armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade de armazenamento, RSIN: refletância 
especular incluída, RSEX: refletância especular excluída. 
 
Figura 6-13. Efeito do armazenamento sobre L* no fundo amarelo. 
L*: luminosidade, C: mostra controle, TR1: mescla dos óleos essenciais de tomilho e alecrim proporção 1:1 
em relação à quitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade de 
armazenamento, RSIN: refletância especular incluída, RSEX: refletância especular excluída. 
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Os filmes de quitosana tornaram-se mais obscuros pela diminuição da luminosidade. 
Este efeito provavelmente é devido aos câmbios na estrutura molecular e na composição 
química da quitosana [24, 34]. Estes resultados foram similares aos obtidos por Duan et 
al. 2008 [35], que concluíram que um acrescentamento do tempo e da temperatura 
durante o armazenamento tornaram as soluções de quitosana mais obscuras. 
 
O aumento do parâmetro a* indica um aumento da intensidade vermelha dos filmes e a 
diminuição do parâmetro a* indica um aumento da intensidade verde. Para os padrões 
vermelho e cor-de-rosa, a inclusão dos óleos essenciais diminuiu a intensidade do 
parâmetro a*. Contudo, para os padrões amarelo, branco, verde e verde maçã o 
comportamento é oposto (Figura 6-10). Além disso, a maioria dos filmes reportou um 
aumento ocasionado pelo aumento do tempo, da temperatura e da umidade durante o 
armazenamento.  Porém, algumas vezes este comportamento foi diferente nos padrões 
de fundo da cor vermelha e da cor-de-rosa (Figura 6-10). No patrão amarelo, o 
parâmetro a* registrou diferenças significativas entre as umidades de 60%, 75% a 93%, 
na temperatura de 33°C, além de registrar diferenças significativas entre os tempos S0, 
S2 e S4, nas temperaturas 20°C(TR1) e 33°C (Figura 6-11). 
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Figura 6-14. Efeito do armazenamento sobre a*. 
A s letras indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p<0,5). a*: intensidade de vermelho e verde, 
C: mostra controle, TR1: mescla dos óleos essenciais de tomilho e alecrim proporção 1:1 em relação à 
quitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade de 
armazenamento, RSIN: refletância especular incluída, RSEX: refletância especular excluída. 
 
 
 
Figura 6-15. Efeito do armazenamento sobre a* no fundo amarelo. 
a*: intensidade de vermelho e verde, C: mostra controle, TR1: mescla dos óleos essenciais de tomilho e 
alecrim proporção 1:1 em relação à quitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de 
armazenamento, H: umidade de armazenamento, RSIN: refletância especular incluída, RSEX: refletância 
especular excluída. 
 
Os fatores como a composição do filme, o tempo, a temperatura, a umidade e a 
refletância afetaram significativamente o parâmetro b* (Figura 6-12). Segundo 
Fernandez-Sainz et al. [48] o aumento do parâmetro b* nos filmes armazenados sugere 
que os filmes se tornem mais amarelos pelo escurecimento não enzimático. As 
pesquisas desenvolvidas na área determinaram que a velocidade da reação relaciona-se 
com a composição do material, à temperatura, ao conteúdo da umidade e ao pH. Cuq et 
al. [50] concluíram que o efeito do obscurecimento não enzimático foi mais severo depois 
da primeira semana do armazenamento e até a quinta semana. Além disso, a velocidade 
do obscurecimento foi maior quando a umidade relativa e a temperatura foram mais 
altas. Contudo, algumas pesquisas não registraram diferenças significativas nas 
propriedades de cor ainda armazenadas durante 16 semanas [46].  
Esse estudo revelou que há diferenças significativas no parâmetro b* pela inclusão de 
óleos essenciais e da exclusão da refletância especular com exceção nas medições 
sobre o fundo branco. Além disso, o aumento do tempo e a temperatura de 
armazenamento aumentou o parâmetro b*.  O aumento da umidade de armazenamento 
aumentou os valores do parâmetro b*. No entanto, nos fundos verde, amarelo e 
vermelho, o efeito da H75 foi significativamente maior que o efeito da H93.  
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No patrão amarelo, o parâmetro b* registrou diferenças significativas entre a composição 
dos filmes, as temperaturas 5, 20 e 33°C, as umidades de 60%, 75% a 93%, nas 
temperaturas de 20 e 33°C, além de registrar diferenças significativas entre os tempos 
S0, S2 e S4, nas umidades de 75 e 93% (Figura 6-13). 
 
Figura 6-16. Efeito do armazenamento sobre b*. 
A s letras indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p<0,5). b*: intensidade de amarelo a azul, C: 
mostra controle, TR1: mescla dos óleos essenciais de tomilho e alecrim proporção 1:1 em relação à 
quitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade de 
armazenamento, RSIN: refletância especular incluída, RSEX: refletância especular excluída. 
 
Figura 6-17. Efeito do armazenamento sobre b* no fundo amarelo. 
b*: intensidade de amarelo a azul, C: mostra controle, TR1: mescla dos óleos essenciais de tomilho e alecrim 
proporção 1:1 em relação à quitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: 
umidade de armazenamento, RSIN: refletância especular incluída, RSEX: refletância especular excluída. 
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A inclusão de óleos essenciais aumentou significativamente a diferença de cor (ΔE). No 
entanto, não registrou diferença sobre o fundo branco (Fig. 6-14). O aumento do tempo 
de armazenamento aumentou a diferença de cor. Porém, no fundo vermelho as 
medições de diferença de cor foi significativamente maior na S2. O aumento da 
temperatura de armazenamento aumentou a diferença de cor. Porém, no fundo verde 
maçã a de diferença de cor foi significativamente maior na T20. A menor diferença de cor 
foi registrada na H60 e não registrou-se diferença significativa entre o efeito H75 e H93. 
 
No patrão amarelo, o parâmetro b* registrou diferenças significativas entre a composição 
dos filmes, as temperaturas 5, 20 e 33°C, as umidades de 60% e 75%, e entre 75% e 
93% na temperatura de 33°C, além de registrar diferenças significativas entre os tempos 
S0, S2 e S4, nas umidades de 93% (Figura 6-13).  A diminuição do parâmetro L* e o 
incremento do parâmetro b* foram os fatores que afetaram o cálculo e o a resposta 
dessa propriedade [45]. 
 
 
 
Figura 6-18. Efeito do armazenamento sobre ΔE. 
A s letras indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p<0,5). ΔE: diferença de cor, C: mostra 
controle, TR1: mescla dos óleos essenciais de tomilho e alecrim proporção 1:1 em relação à quitosana, S: 
semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade de armazenamento, RSIN: 
refletância especular incluída, RSEX: refletância especular excluída. 
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Figura 6-19. Efeito do armazenamento sobre ΔE no fundo amarelo. 
ΔE: diferença de cor, C: mostra controle, TR1: mescla dos óleos essenciais de tomilho e alecrim proporção 
1:1 em relação à quitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade 
de armazenamento, RSIN: refletância especular incluída, RSEX: refletância especular excluída 
6.6 Conclusões  
 
Os resultados desta pesquisa demonstraram que os parâmetros da cor mudaram com a 
inclusão de óleos essenciais de tomilho e alecrim e as suas combinações, assim como 
com o armazenamento. Quando os óleos essenciais são incluídos nos filmes, 
incrementa-se a intensidade amarela (b*) e diminui-se a luminosidade (L*). Igualmente, o 
armazenamento diminuíram os valores de L*, mas aumentariam os valores de a* e b* na 
maioria dos casos, o qual ocasiona uma diminuição do brilho superficial e um aumento 
dos matizes amarelo e vermelho. Além disso, a inclusão e o aumento da concentração 
de óleos essenciais incrementam a diferença de cor (ΔE) pela leve diminuição do 
parâmetro L* e ao leve incremento do parâmetro b*.  
Estes resultados sugerem que os filmes não conservam as propriedades da cor estáveis 
nem com a modificação da sua composição nem com o armazenamento. Estes 
comportamentos limitam as possíveis aplicações de quitosana como filme ou 
recobrimento para a indústria de empaques de alimentos.  
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7. Conclusiones y 
recomendaciones 
 
7.1 Conclusiones 
 
El objetivo del presente trabajo de investigación fue obtener y caracterizar películas de 
quitosano evaluando el efecto combinado con la inclusión de aceites esenciales de 
romero y tomillo sobre las propiedades de las películas durante el almacenamiento bajo 
condiciones controladas. 
Durante la revisión de literatura, se encontró que en los últimos años se evidencia un 
aumento del número de investigaciones enfocadas en la obtención de nuevos materiales 
con propiedades físicas, químicas y antimicrobianas específicas. Se han propuesto 
métodos innovadores como la inclusión de compuestos químicos, así como tratamientos 
físicos y enzimáticos en las películas de quitosano para modificar estas propiedades. 
Estos tratamientos generan cambios estructurales debido a las diferentes interacciones 
moleculares presentadas entre los compuestos que están contenidos en las películas de 
quitosano. Los avances en esta área han contribuido a aumentar la oferta de soluciones 
frente a los retos que afronta las aplicaciones en el campo de los materiales durante los 
últimos años. 
 
Durante el inicio de la etapa experimental, se evalúo el efecto de la cantidad de quitosano 
y de la inclusión de aceites esenciales de tomillo y romero de 1% y 2% en base a la 
cantidad de quitosano adicionada, sobre las propiedades físicas y microbiológicas de 
películas almacenadas a temperatura media de 15ºC y humedad constante de 60%. Los 
resultados obtenidos sugirieron que las propiedades de película son independientes a la 
concentración de quitosano en solución, siempre y cuando cada película contenga la 
misma cantidad del polímero. Por otra parte, la inclusión de aceites esenciales y el 
tiempo de almacenamiento incidieron sobre algunas propiedades físicas de las películas 
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evaluadas como color y propiedades mecánicas, sin afectar su espesor ni su capacidad 
antimicrobiana.  
 
Resultados similares fueron obtenidos con la inclusión de aceites esenciales de tomillo y 
romero a concentraciones de 0,5:1 e 1:1 v/p (EOs:CH), así como sus combinaciones 
50:50 (TEO:REO).  
 
La inclusión de aceites esenciales en las películas de quitosano no evidenció capacidad 
para inhibir el crecimiento antimicrobiano de las cepas evaluadas. Este fenómeno pudo 
deberse a que el quitosano, sólo es capaz de inhibir los microorganismos que están en 
contacto directo con los sitios activos de este polímero. Sin embargo, los resultados 
demostraron que la capacidad de inhibición del aceite esencial de tomillo fue mayor que 
la capacidad de inhibición del aceite esencial de romero, así como la acción de un ligero 
efecto sinérgico entre los aceites para  la solución que inhibe el crecimiento de la cepa S. 
enteritidis. Finalmente, los agentes antimicrobianos utilizados fueron más efectivos contra 
S. aerus que contra las bacterias Gram-negativas como E. coli.  
 
Algunas propiedades físicas fueron modificadas por la inclusión de aceites esenciales. En 
la mayoría de los casos, la adición de EOs no afecta las propiedades mecánicas (TS, 
%E, PS, PD) o el comportamiento térmico (DSC). Sin embargo, la adición de aceites 
esenciales puede disminuir significativamente el espesor y el contenido de humedad 
debido a la pérdida de estructura y a las interacciones moleculares entre la matriz 
polimérica y los aceites esenciales. Por otra parte, la inclusión de aceites esenciales tiene 
un efecto opuesto en las propiedades de solubilidad al agua e capacidad de 
hinchamiento, ya que estas propiedades aumentan con la inclusión y el aumento de la 
concentración de los aceites esenciales.  
 
Adicionalmente, la humedad y el tiempo de almacenamiento alteraron algunas 
propiedades físicas. Este fenómeno puede haber ocurrido por los cambios fisicoquímicos 
tales como el fenómeno de hinchamiento de la película en contacto con  aire a altas 
humedades relativas y a la reacetilación de los grupos aminos del quitosano. Por esta 
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razón, las propiedades como contenido de humedad, TS y %E, incrementan, mientas la 
resistencia al agua, la capacidad de hinchamiento, PS y PD decrecen. 
 
Por otra parte, los parámetros de color tales como L*, a*, b* y ΔE fueron modificados 
debido a la adición de aceites esenciales, a las diferentes condiciones de 
almacenamiento y el patrón de fondo utilizado para las mediciones de color por RSIN e 
por RSEX. En algunos casos, los valores de L*, a* e b* aumentaron o disminuyeron por 
la inclusión de aceites esenciales dependiendo del aceite esencial incluido y el patrón de 
fondo. La disminución de los valores de L* posiblemente ocurrió por el incremento de la 
rugosidad y de las irregularidades debido a la migración del aceite esencial a la 
superficie.  
 
Durante el almacenamiento, factores como la inclusión de la mezcla de aceites 
esenciales y los aumentos del tiempo, de la temperatura y de la humedad disminuyeron 
los valores de L*, a* e b*, en la mayoría de los casos. Las películas de quitosano se 
tornaron más oscuras y con una mayor saturación del tono amarillo debido a la 
disminución de la luminosidad y al aumento del parámetro b*, respectivamente. Este 
fenómeno se atribuye posiblemente a los cambios en la estructura molecular y en la 
composición química de las películas y al fenómeno de pardeamiento no enzimático. Sin 
embargo, este estudio reveló que no existen diferencias significativas del parámetro b* 
entre las películas almacenadas a humedades de 75% e 93%.  
 
Finalmente, los incrementos de La diferencia de color (ΔE) fueron atribuidos a la 
diminución del parámetro L* y al incremento del parámetro b*. 
 
7.2 Recomendaciones 
 
Este estudio permitió comprender el efecto de la inclusión de aceites esenciales y del 
almacenamiento en las propiedades de las películas de quitosano evaluadas. Sin 
embargo, aún se deben desarrollar investigaciones que permitan aplicar tecnologías que 
disminuyan los costos de producción de las películas, así como el tiempo de obtención 
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de estas. Existen procesos más eficientes como la extrusión para la obtención de 
empaques rígidos, semirrígidos, bolsas, entre otros. El escalamiento de estos procesos 
podrá asegurar su aplicación en la industria y la rentabilidad de la producción de 
empaques. 
 
Adicionalmente, existen limitaciones técnicas para la aplicación de quitosano como 
recubrimiento o películas sobre alimentos debido a su comportamiento físicoquímico, 
especialmente por su carácter hidrofílico y los cambios en las propiedades físicas durante 
el almacenamiento. Se hace necesario investigar alternativas para incluir compuestos de 
carácter hidrofóbico que aumenten la resistencia al agua de las películas. Por otra parte, 
se sugiere que las aplicaciones que se propongan en el área de empaques, no involucren 
alimentos con alto contenido de humedad superficial, así como condiciones de 
almacenamiento a humedades relativas mayores a 75%. 
 
 
Finalmente, las películas de quitosano pueden ser usadas como empaques primarios y 
en conjunto con empaques secundarios que las protejan de ser expuestas a humedades 
altas o cambios abruptos de humedad. Adicionalmente, se pueden emplear atmósferas 
inertes o modificadas que mantengan constante la humedad dentro del empaque y que 
aseguren la calidad del empaque primario de quitosano y en consecuencia la calidad del 
alimento. 
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